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El descufarîmiento por M. von Laue en 1912 de la dllracolôp 
de Rayos X por cristales seguldo de los estudlos hechos por w.H. 
Bragg y W.L. Bragg en sales J.norgânicas senclllas fué el punto de . 
partida de las técnlcas de difracclôn extendidas posterlormente a 
electrones y neutrones. Su aplicaciôn a la determinaclôn de estructu 
ras en los campos de la Flslca, Qulmlca, Geologla y Mlneralogla qUi- 
zâs logra sus resultados mâs e spec taculare s al consegulr resolver de 
talladamente la estructura de complejos macromoleculâres de InteréS 
biolôglco taies como protelnas, enzlmas y âcldos nuclélcos. A la vis 
ta de este éxito de las técnlcas de difracciôn en el campo de la Èio 
logfa Molecular résulta sorprendente la poca atenciôn prestada â los 
estudlos estructurales mediante dlfracclôn de membranas celulares co 
mo la membrana citoplasmâtica, membrana nuclear y membranas de ôrga- 
nos celulares. Probablemente la visiôn que la mlcroscopfa electrôni­
ca proporcionô de las células y sus componentes, entre ellas las mem 
branas,.presentaba a éstas con una morfologfa consistante con los mo 
delos existantes al respecte» guarda relaciôn con el retraso con que 
empezaron a usarse técnlcas de difracciôn en esté érea de investiga- 
ciôn. Otra razôn por la que no se han usado técnlcas de difracciôn, 
puede ser deblda a la complejidad y variedad de composiciôn y organl^ 
zaciôn que presentan estoc sistemas, y lo que quizés sea mâs impor - 
tante a la incapacldad de obtener cristales macroscôpicos de membra- 
na del tamano apropiado para poder ser analizados mediante difracciô
Ante esta situaciôn y dado que la informaclôn que puede ob 
tenerse con estas técnlcas depende en gran parte del grado de orden 
o la existencia de estructuras periôdicas en las muestras, se comen- 
zô por estudiar aquellas membranas que ya en condiciones naturales 
se presentan organizadas en multicapas cômo es el caso de la mielina
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del nervio, los segmentos abastonados de la retina, los cloroplas - 
tos y las membranas mitocondriales. Sin embargo, esta ordenaciôn en 
multicapas no puede generalizarse al reste de las membranas, por 
ejemplo, todas las membranas citoplasmâticas, por lo que su estudio 
debe hacerse entonces a partir de empaquetamientos artificiales de 
las mismas no siempre fâciles de consegulr y mejorar dependiendo la 
informaclôn que se obtiene del grado de orden que se oonsiga en estes apila 
mientos. Por otra parte las membranas no son estructuras estaticas 
slno por el contrario sus molêçulas presentan Una clerta mobill 
dad y aparecen generalmente en disposiciones que no estSn totalmen- 
te ordenadas, distantes de lo que es un cristal perfecto. No se su- 
pone que el término desordenado tenga que ver con un modelo univer­
sal de estructura y en taies casos es necesario una descripciôn 
cuantltativa del grado de desorden tanto en el interior de las mem- 
branas cômo en los apilamientos de las mismas. Hosemann y Bagchi en 
1962 ofrecen una descripciôn exhaustive de estos estados de la 
materia de orden intermedio a los cuales denominaron 
"paracristales”. . Definen dos clases de desorden: desor -
den de primera especie que se refiere a sistemas en los que se man- 
tlene el orden a largo alcance como en el caso de las vibraclones 
térmicas en un cristal, y desorden de segunda especie o paracrista­
les, en los que se pierde el orden de largo alcance quedando sÔlo 
orden a corto alcance. El concepto de desorden laminar de segunda 
especie asociado al empaquetamiento parece el tratamiento adecuado
#
para describir el apilamlento de membranas. Asî han sido descritas 
cômo empaquetamientos paracristalinos los de la mielina del nervio 
(2-6), fibra de colSgeno (7), membrana de eritrocito (8), membranas 
mitocondriales (9) y otras.
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El tratamiento de la Intensldad registrada en el dlagrama 
se hace a partir de modelos en los que las moléculas se disponen en 
agrupaclones conocidas. A partir de un modelo establecido se trata 
de reconstruir el diagrams de difracciôn. Los parâmetros del modelo 
se modificaron en base a este crlterio. La dificultad de relaclonar 
un modelo y avanzar en los cSlculos aumenta a medlda que crece el 
desorden de la muestra. Esto es especialmente cierto pairà la recon£ 
trucciôn de la dlstribuclôn de protelnas y lîpldos eh el piano de 
la membrana as! cômo a lo largo de la secciôn transversal de la mis 
ma cuya proyecciôn sobre el eje de apilamlento es lo que calculamos 
y se conoce con el nombre de perfil de densidad electrônica de la 
membrana.
En los primeros trabajos de Finean y Burge (1963)(10), 
Worthington y Blaurock (1968)(11) y Worthington (1969) (12), los per 
files de densidad electrônica se representaban mediante modelos de 
escalones rectangulares de altura y anchura dadas que se hacen co - 
rresponder con reglones caracterfsticas en la membrana cômo grupos 
de cabezas polares de lipidos, cadenas hidrocarbonadas de los lipi­
des, grupos de protelnas, y reglones entre membranas. Taies modelos 
de pasos implicaban la existencia de dlscontlnuidades en el perfil 
de densidad. Los trabajos de Kreutz (1970) con membranas fotosinté- 
tlcas (13) y Corless (1972) en membranas de las células abastonadas 
de la retina (14) muestran que estos modelos de pasos no son los 
mâs apropiados para describir el perfil de las membranas biolôglcas. 
Levine (1973) senala que aunque la transforraada de Fourier de taies 
modelos puede calcularse facilmente, se requiere un nûmero muy gran 
de de reflexlones en el diagrama de difracciôn para poder reconstru 
ir las dlscontlnuidades (15). Esto represents una séria desvehtaja.
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pues en los empaquetamientos de membranas no aparecen nunca mâs allâ 
de diéz reflexlones. La elecciôn de una dlstribuclôn de funciones 
gaussianas, a la hora de construlr el modelo, élimina el problema de 
la discontinuidad en el perfil de densidad electrônica de la membra- 
na a la vez que facilita el câlculo de los productos de convoluciôn 
que aparecen en el desarrollo del modelo. Los mëtodos de difracciôn 
ya que no son destructivos para este tipo de estructuras proporcio - 
nan una informaclôn valiosa acerca de las membranas biolôglcas en 
condiciones cercanas a las naturales.
Como objeto de estudio en este trabajo hemos escogido una 
membrana altamente especializada; Membrana Pûrpura (MF) del Halobac 
terium Halobium que tiene una estructura y funclôn muy particulares 
cômo se verâ en los capitulos siguientes. A partir de los dlagramas 
de difracciôn de Rayos X se han construido modelos de dlstribuclôn 
de la proteina en el piano de la membrana y se ha calculado el per­
fil de densidad electrônica. Las fluctuaciones paracristalinas que 
ocurren en la membrana y en los apilamientos de membranas ofrecen 
una explicaclôn satisfactorla de hechos que se observan en el dia - 
grama de difracciôn cômo son la disminuciôn de la intensldad y el 
aumento de la anchura integral de las reflexlones al aumentar el es^  
paciado.
— 6 —
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11. INTRODUCCION
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1.1. Anâlisls de los dlagramas de difracciôn de Rayos-X de
membranas biolôglcas
La preparaciôr de membranas para su estudio mediante tÔc- 
nlcas de difracciôn de Rayos-X incluye el consegulr etitpaquetamien - 
tos de membranas con un grado de orlentaclôn lo mâs alto poslble. 
Taies apilamientos se pueden conslderar como cristales Unidlmenslo- 
nales en la direcciôn de empaquetamiento, slendo la celdilla unldad 
una membrana Individual o un par de membranas segÛn los casos.
Los Rayos X son entonces difractados debido a la distribu 
ciôn de densidad eléctronica periôdica a lo largo del eje de empa - 
quetamiento, conocida con el nombre de perfll de denëldad èlectrôn^ 
ca.
Es necesario precisar que cuândo hablamos de densidad 
electrônica estâmes hablando de dlferenclas de densidad electrônica 
con respecte al raedio que se considéra con densidad electrônica ce- 
ro. Lo que se miden son densidades relativas y pueden tener valores 
positivés o negatives segôn la densidad electrônica de la membrana, 
sea mayor o mener que la del medio (1).
Existen dos caminos para calcular el perfll de densidad 
a partir de la intensldad observada que se resumen en el esquema s^ 
guiente; I | ^
I (b)' A(b)
V ~
r ' 3 F F 2
Q(x) p (x)
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donde p(x) es la densidad electrônica, A(b) la amplitud dlfractada, 
Q{x) la funclôn de autocorrelaciôn o cuadrado de convoluciôn de p (x), 
F el operador de transformada de Fourier y su inversa F"*, es el 
operador cuadrado de convoluciôn, Ê es el vector en el espacio recl- 
proco de môdulo, 2 sen 6/X.
El procedimiento de câlculo a través de los pasos 1 y 2 
se utiliza normalmente en crlstalografîa ya que al tener un gran nû- 
mero de reflexlones (hasta algunos miles), la slntesis de Fourier 
puede hacerse con gran aproxlmaciôn. El câlculo de p(x) a través de 
los pasos 3 y 4, llamado método de la funclôn Q(x) se usa normalmen­
te en el anâlisls de dlagramas de membranas celulares, bicapas llpl- 
dicas y membranas reticulares debido a que el nûmero de reflexlones 
que aparece en estos casos suele ser pequeno (5 ô G, alguna vez has­
ta diez cômo mâximo) y la slntesis de Fourier tendrla una resoluciôn 
muy pobre.
La funclôn Q(x) o transformada de Fourier de la intensi -
dad se calcula usando todos los puntos del diagrama, obteniéndose
as! una funclôn que denominaremos Q(x). A partir de un modelo de
p(x) se obtiene la funclôn Q(x) , cuyos parâmetros se refinan usan-
modelo
do un procedimiento de mlnimos cuadrados no lineal, propuesto por
Marquardt (2) hasta consegulr minimizar las dlferenclas entre Q(x)
exp
y Q(X) 
mod.
Para comparer el grado de acuerdo entre Q(x) y Q(x) se '
exp mod
usan, dependiendo de los autores (4,25) los parâmetros y defi- 
nidos de la siguiente manera:
- 10 -
N r°exp*==” > -
-----------------
,i^[°exp'™> - Qmod'™']
Sq =
dônde N représenta el nûmero de valores de la funclÔn 0(%)^^p Usa ■ 
dos en %1 câlculo.
La soluclôn p (x) que minimlza las dlferenclas de Q(it)
exp
Q(x) serâ considerada la correcte, 
mod
1.1.1. Descripciôn del objeto dlfractante
El empaquetamiento de membranas puede describirse facil­
mente en términos matemâticos asignando a cada una de las earacte ■ 
ristlcas esenclales del sisterna una funclôn. Correspondlendo con 
red, forma y motlvo del objeto dlfractante, très funciones bastan 
para describir el sistema (3):
La funclôn de red Z(x) que détermina la secuencla, se define
cômo :
n=+®
Z(x) — ï 5(x - nL) 13 1
n=-«'
con 6 (x) = 0 para x jp^ 0 y 1 6(x) dx - 1 siendo L la constante
de red.
tI
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La funclôn de forma S(x) para un paquete de tamano D se define 
cômo: (
1 |x|< D/2 I
six) = |4| !
0 resto I
t
La funciôn p^(x) que describe la proyecciôn de la densidad |
electrônica del motive para el caso centrosimétrico y un motivo de |
espes^r yiene dada por: |
P,lx, = ,s,  I
0 resto
Una vez establecida la correspondencia entre funciones |
matenâticas y caracterfsticas del sistema descritas por éstas, se i
construye un modelo general del sistema dlfractante vâlido para el j
caso de membranas y sistemas lamelares en general. |
I
El primer punto consiste en pasar de una secuencia infi- i
nita de puntos, red Infinita, a una secuencia finita, paquete de j
membianas. Esto mateméticamente no es més que el producto Z(X)*S(x). j
(Ver iigura 1). j
El segundo punto consiste en reproducir el motivo repre- j
sentcdo por Pq (x ) alrededor de cada punto de la red, cosa que se lo 
gra eon la operaciôn de convoluciôn.
La densidad electrônica del paquete de membranas viene 
dada entonces por la expresiôn **
P(x) = Pq (x ) * (Z(x )*S(x )) 16 1
dôndt el simbolo * représenta el producto de convoluciôn que para 
dos unciones f y g se define cômo:
 ^ ZCX) Jtt.
1_
<- L -> X
Six)
-- :-------- :-- -
ZCX) SCX)
1
X
PCX)
^p(X)*[Z(X)'S(X)]
Fig. 1
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f(x) * g(x) = I f(x') g(x-x') dx' 17 1
Cdmo puede verse en la figura 1 el objeto queda de esta 
manera descrito mediante estas très funciones.
1.1.2. Amplitud de la Onda Dlfractada
En el proceso de difracciôn, cada punto de la muestra ac - 
tûa cômo una fuente de ondas difractadas. En caso de objetos con una 
dlstribuclôn continua de densidad electrônica, la amplitud total es- 
tâ dada por la integral sobre el volumen del objeto dlfractante:
S) = jv(x) P (x) exp(-2TTi b x) dv^ | 8A(b
lo que no es mâs que la transformada de Fourier de la dlstribuclôn 
de densidad electrônica. Llamando F al operador transformada de 
Fourier lo escribimos
A(S) = F {p (x) } 19 I
el vector Ê es el vector en el espacio recîproco que se define de la 
siguiente manera: Si es el vector unidad en la direcciôn del haz 
incidente de Rayos-X, K el vector unidad en la direcciôn del haz di- 
fractado, x el vector que define la posiciôn en el espacio real de 
los puntos que difractan O y P, la diferencia de camino (fig. 2) en­
tre el haz difractado en O y el difractado en P serâ entonces 
K X - K^x, a la que corresponde una diferencia de fase x 2Tr/l.**
El vector È se define entonces cômo (K-^^)/X con lo que la diferen - 
cia de fase serâ 2irb x.
El môdulo de Ê viene dado por |b| = 2  sen 0/A-20/A para
Jh
o
kdirecciôn del
haz incidente
Fig. 2
"■ 15
el caso de ângulos bajos, slendo la X la longitud de onda de los Ra­
yos-X y e el ângulo de Bragg.
La amplitud de la onda dlfractada por el paquete de membra- 
nas se relaclona con las très funciones que descrlben la dlstribuclôn 
de densidad electrônica en el objeto, sustituyendo en la ecuaclôn 
I9 I p(x) por su valor, dado en la ecuaclôn |6 |.
A(b) = F{Pq (x )*(Z{x )-S(x ))} |10|
SI llamamos
F{p^(x)} = F(b)
F{Z(x)} = Z(b) |ll|
F{S (x) } = S (b)
y tenlendo en cuenta los teoremas de la transformada de Fourier que 
dlcen que la transformada de Fourier de un producto de convoluciôn 
de dos funciones f, g es el producto de sus transformadas
F{f*g} = F{f}*F{g} 112 1
y que la transformada de un producto de dos funciones es el producto 
de convoluciôn de sus transformadas de Fourier
F{f-g} = F{f)*F{g} |1 3 |
la amplitud total de la onda dlfractada (figura 3), se puede expre -
sar entonces: **
A(b) = F(b) (s(b)*Z(b)J |14|
y la in_ :nsidad serâ
1(b) = |A(b)|2 = |F(b)l^ [S(b)*Z(b)]=' |15|
wP^(X)
S(x)
Z(X)
F
F ( b )
S ( b )
z i b )
Z ( b ) * S ( b )
A(b) =  F (b )[Z (b )*ô c b > ]
1(b ) zz lA(b)l^
Fig. 3
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1,1.3. Formalisme de la funciôn Q(x)
En términos cristalogrâficos a la transformada de Fourier 
inversa de la intensidad difractada se la conoce c6mo funciôn de 
Patterson generalizada o funciôn Q(x)
Q(x) = F"'{1(b)} = F"*{A(b)}*F"‘{A'^(b) } =
F *F{p(x))*F ^F(p(-x)} = p(x)*p(-x) =
2
a.
P(x) |16|
2
El sîmbolo représenta el cuadrado de convoluciôn.
Teniendo en cuenta que para un paquete de membranas p(x) 
viene dada por la ecuacidn |6 | y aplicando les teoremas dados en las
ecuaciones |l2| y |13| obtenemos:
2 2 ^
Q(x) = p^(x)*S (x)Z(x) I17I
es decir la funciôn Q(x) es el cuadrado de convoluciôn del motivo 
convolucionado con el cuadrado de convoluciôn de una red finita.
Para un empaquetamiento de N-membranas (4),
•— — N “  1
S(x) Z(x) = 1 (N-n) 6 (x±nL) |18|
n=0
2
con le cual y llamando Q^(x) al cuadrado de convoluciôn de p^ como
es la terminologie habituai, se obtiene
N—1
Q(x) = Q (x)*{ E (N-n) 6 (x+nL)} |19|
n=0
es decir la funciôn Q(x) no es mâs que la funciôn Q^Cx) convolucio-
nZ(X) ■ S(X)
tz(x)-s(xq
Z(XIS(X)
P,fx>
$
R<-x) P. (*)
11
Q rx)= (X) *tz(X)- S(X)]
X
Fig. 4
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nada n+l veces alrededor de los puntos de la red con pesos N-n c6mo
puede virse en la figura 4.
I.L.4. Construccidn de Q-modelo
La densidad electrônica de una celdilla centrosiniétrica
puede p^nerse siempre c6mo
Pq (x ) = P„(x) + p^^-x) * 6(x-£i) |20|
siendo (x) la densidad electrfinica de una membrana o de una mono- 
capa li^îdica, segCn en la celdilla unidad tengamos una vesîcula o 
una meitorana respectivamente y ti la distancia entre los centros de 
gravedal de P^(x) y p^^(-x) dentro de la celdilla unidad (Fig. 5).
Représentâmes Pj^ (x) c6mo una suma de gaussianas de la 
misma aichura
^o
Pjn = Z expQ-c (x-Xj^)^3 12 1 1
n=l
y usancb la notaciôn:
* Pm'-*'
°.n. '*> - Om'x) * Pm'*' |22|
° m , = Pm'-*' * Pm'-*'
la funciôn vendrS dada entonces c6mo;
Qq(x) = 2 Q^(x) + 0^^(x) * 6(x-£^) para X>0 |2 3 |
C D
CD
I|-—
empaquetarm ient
Pm
Fig. 5
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Debido al carScter centrosimétrico de las funciones Q^(x) y 
Q(x), toda la informaciôn acerca de p^tx) y p(x) puede deducirse usan 
do sôlamente la mitad derecha (x > 0) de las funciones Q^tx) y Q(x) 
respectivamente.
En funciôn de los parâmetros de las gaussianas del modelo, 
y O^^Cx), se expresan:
^ ^o No
m'*' ^ E E A . A. exp. {-0.5 c [x - (x .-x. )] ^ } 124
^  i=l j=l ^ ^
. > N,
(x) = (— )2 E E A. A, exp.{-0.5 c|x -(x.+x. |25
2c i=l 1 = 1 ^ ^ - 1 K
. i  ""o ''G
Q„ (x) = (--- ) E E A . A, exp. {-0.5 c [x + (x .+x. )] ^ } |26|
n»2 2c i=l ] = 1 ^ ^ ^ ^
La funciôn viene dada entonces para un empaquetamiento
de N membranas:
Q (x) = 2 N Q„(x)*ô(x-0 ) + N Q„ *ô(x-£i) + (N-1) *rnou m mi iu2
*6(x—fz) + 2 (N-1) Qjj^*6(x—^i) *ô(x-£2) +
+ {N-1 ) Qj^^*Ô(x-.ei)*ô(x-£2) •* 6(x-£i) +
N=1
+ E (N-n) Tq^ *6(x -£ i)*ô (x -£2)*6(x -£i) + 
n=2
+Q^^*<S (x-£2) + 2 Qj^*6(x-£i)*6(x-£2)]* 
*i"6(x-£i)*a(x-£z)]^_^ \21\
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siendo tz la distancia entre los centros de gravedad de y
Pjjj(-x) entre celdillas contiguas, es decir ti + tz=L, siendo L el 
espaciado observable.
Es esta Q(x) la que se compara con Q(x) (calculada cdmo 
mod exp
la transformada de Fourier inversa de là intensidad recogida en el
diagrama de difraccidn) y los parâmetros A^, c y x^  ^del modelo
son los que se rainimizan empleando el procedimiento de Marquàrd (2).
El conjunto iniclal de parâmetros del modelo a minimizar se elige de
acuerdo con la fôrmula de Buerger (5) que relaciona la amplitude po-
sicidn, anchura y nûmero de picos que aparacen en là funciôn Q(x)
exp
con la amplitud, posiciôn y anchura de los picos en la funciôn p(x). 
Una vez minimizados, la soluciôn se calcula simplements cômo una 
suma de gaussianas de parâmetros conocidos.
1.2. ESTADOS DE LA MATERIA DE ORDEN INTERMEDIO: PARACRISTALES
1.2.1. Estructuras Paracristalinas
Las teorîas convencionales clasifican las estructuras 
atômicas y moleculares en agregados cristalinos y amorfos dependien- 
do de que exista o no un orden tridimensional de âtomos o moléculas 
en el sôlido. Sin embargo, todos los pollmeros biolôgicos y artifi - 
ciales estân dentro de un grupo de sustancias que ni son cristales 
ni estân totalmente desordenadas, sino que se comportan de una mane- 
ra intermedia. La teorîa del paracristal enunciada en 1950 por 
Nosemann (6) proporciona un marco adecuado para describir estos esta 
dos intermedios entre Itquidos y los cristales.
C6mo es bien sabido en un cristal ideal existe un orden 
de largo alcance bien definido, de tal manera que la posiciôn de un
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motivo de la red détermina unîvocamente la del reste de los motives 
reticulares. Quiere este decir que si Sj, , y a^ sen les vecteres 
unitarios que definen les parâmetros de la celdilla unidad de un cris 
tal, cualquier vector R=p a^+q a^+r a^ (dônde p, q y r son nûmeres 
enteres cualesquiera) también definirâ la pesiciôn de un punte de la 
red de dicho cristal.
En el liquide amerfo, per el contrarie, en base a la tee - 
ria desarrellada per Debye (7), Ornstein y Zernike (8) los cenceptes 
de red tridimensional y orden de largo alcance carecen de sentide. 
Cada unidad estructural del liquide posee el misme orden de certe a^ 
cance con relaciôn a sus vecines. En etras palabras, la prebabilidad 
de encontrar un cierto nûmero de atomes e moléculas a una distancia 
R de cualquier âteme e molëcula arbitrariamente elegide, es la misma 
para todos los âtomos o molëculas.
En el case del paracristal se mantine el concepto de red 
pero no el de orden de largo alcance. Las dimensiones de la celdilla 
unidad varian estadisticamente de una celdilla a otra c6mo puede ob- 
servarse en las figuras 6, 7 y 8 para el case de redes monodimensio- 
nales, bidimensionales y tridimensionales respectivamente.
Si représentâmes = (d^^^ - d^^^) cômo la fluctua
ciôn que define la separaciôn paracristalina de una familia de pla - 
nos caracterizada por una distancia promedio, d^^^, la fluctuaciôn 
entre el primer piano y el piano n+l viene definida por:
(^hkf^n ^ ^hk£
Las fluctuaciones estadisticas entre pianos reticulares 
aumentan con la raiz cuadrada de! nûmero de pianos, perdiândose el
Fig. 6
N
(a) Red monodimensional ideal
(b) Red monodimensional con perturbaclones de 
primera especie. La amplitud de làô fluctuaciones 
es Independlente de la poslclôn
'c) Red monodlmenslonal con perturbaclones de
segunda especie. La amplitud de las fluctuaciones 
aumenta con la distancia
Fig. 7 Red bldlmenslonal paracristalIna
Flg. 8
O
Red tridimensional paracristalina
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orden de largo alcance. Estas distorsiones de la red cristalina pro- 
vocan un ensanchamiento de las reflexiones en los diagramas de difrac 
ciôn, efecto que se suma a la amplitud debida al propio tamano de 
los cristales,
La tabla I ofrece un esquema intuitive en el que comparan 
los rasgjs mâs representatives de la teorîa de la paracristalinidad 
trente a las etras teorîas convencionales (9).
TABLA I
Comparéeiôn del concepto de paracristal trente 
al de cristal perfecto, lîquido y gas.
cristal paracristal lîquido gas
Red tridmensional + + - -
Orden de largo alcance + - - -
Misma pr>babilidad - + +
a priori
No deben confundirse distorsiones paracristalinas o de 
segunda ^ specie con distorsiones de primera especie; éstas se pre - 
sentan aando los motives de la red se desvîan de sus posiciones 
idéales 3n el cristal, cômo es el caso de las vibraciones térmicas. 
En una isd con detectos de este tipo cualquier punto n se puede lo- 
calizar Tiediante el vector
X = n a^ + ôx I29I
La posiciôn de los motivos viene determinada mediante 
una funcôn de probabilidad H (x) que es la misma para todos los pun
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to9 de la red, Igual para los vedlnos prîmeros que para los n-éslmos. 
En là Fig. 6 se ihdicà la posiciôn instantânea de los puntos de la red 
con vibraciones térmicas, 6x^-0.3 A en relaciôn a sus posiciones de 
equilibrio. El orden de largo alcance prevalece en prêsénclé de dis­
torsiones de primera especie. La ecuaciôn |29| indicâ que la desvia- 
ciôn cuadrStica media es constante para todos los valores de n. Un 
diagrama de difracciôn de una red con distorsiones de primera espe - 
cie présenta una pérdida de intensidad de las reflexiones crlstall - 
nas y un aumento del halo difuso, que se concentta alrededor de dl - 
chas reflexiones, pero que no contribuye sin embargo al ènsanchamlen 
to de la anchura integral de las mismas.
En el caso de distorsiones paracristalinas lâS desviacio - 
nés de cada motivo molecular de su posiciôn ideal depende sôlamente 
de la posiciôn de los motivos veclnos y no de un désplâzamiento de 
los puntos de la red ideal. En un paracristal (10), los vectores de 
arista a^ se représentas con el valor x a la frecuencia H^(x). Desij 
nando las celdillas en el paracristal por medio de très enteros 
(p, q, r) cômo en un cristal,  ^^ (y) en la direcciôn 100 dé la fre­
cuencia prévisible del vector separaciôn, y, entre los centros de 
las celdillas vecinas (p, q, r) y (p+1, q, r). Ahora entre los cen - 
tros de las celdillas (p+1, q, r) y (p+2, q, r) hay un vector de se­
paraciôn distinto, f, que de acuerdo con la teorla clésica de liqui­
des de Debye présenta la misma frecuencia prévisible, esto es Hioo(z) 
Ya que no hay correlaciôn entre Y y î, la probabilidad de encontrar 
esta combinéeiôn, esté dada por el producto H,,o(y) y Hioo(z), Si se 
considéra ahora el vector separaciôn x=y+z entre celdillas (p, q, r) 
y (pt2, q, r) al hallar la estadistica de espaciado Hzoofx) entre es- 
tôs dos vecinos segundos en proxlmidad, la posiciôn concrets de la
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celdilla Intermedia carece de importancia supuesto que el vector su 
ma y+z teiga el valor fijado x. Esto se traduce matemSticamente si 
el produc:o Hioo(y) Hioo(z) reemplazamos z por x-y, entonces se de­
ben de suiar las frecuencias de todos los productos Hioo(y) Hioo(x-y) 
raantenienlo x constante para obtener la estadistica buscada de espa­
ciado Hz 0' (x) entre los vecinos segundos en proxiraidad, es decir ca^ 
cular la ntegral
Hzoo'x) = I Hioo(ÿ) Hioo(x-ÿ) dy = H i o o (x) *Hi o o (x) | 30 |
que no es mâs que la integral de convoluciôn de la funciôn Hioo con 
H] 00.
La estadistica compléta de espaciado entre todos los cen­
tros de lis celdillas que define el sistema, se expresa en el para­
cristal midiante un polinomio de convoluciôn que puede calcularse a 
partir de la estadistica de los vecinos mâs prôximos (11) y viene 
dada por:
:(x) = E H (X) |31(
p,q,r=-“
siendo
p veces q veces r veces
Hp^^(x) = P(x)  * Hg + Hg*--- *«2 * ---
con Hj^=Hiio(x), H2=Hoio(x), H^=Ho o i (x) y P(x) la funciôn puntual 6 
de Dirac.
Los problemas de câlculo que expresiones de este tipo pre 
sentan se resuelven con relativa facilidad con ayuda de computadores 
y teniendc en cuenta la ley matemâtica de que la transformada de
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Fourier de un producto de convoluciôn de dos funciones es el produc­
to de las transformadas de Fourier de ambas.
Segûn la teorîa del paracristal el ensanchâSmifltO de las 
reflexiones ôebido a la fluctuaciôn entre pianos vecinos
hk^ viene dado por
(*9hk
>pc " — 1 -----  l” l
siendo
9hkf 33
ghk£=0 estructura cristalina, ^ estructura amorfa
y m el orden de la reflexiôn hkf. (m=l,2,3.., para los pianos 110,
220, 33C, respectivamente). As! puës de la pendiente de la variaciôn 
de en funciôn de ra se puede deducir la contribuciôn del tamano
de cristal y la del tipo de distorsiôn. En el caso de distorsiones 
paracristalinas, por extrapolaciôn de para m-0 se puede separar
la contribuciôn de las distorsiones paracristalinas de la contrlbu - 
ciôn del tamano de cristal utilizando la ecuaciôn:
1 (Ttg m) *
« h k t ' - T   + — ------- I34|
°hk.l ''hkt
donde 66^^^ es la anchura de la reflexiôn y el tamano de cris -
tal en la direcciôn hk£. Esta separaciôn puede hacerse siempre que 
se conozca la aditividad de estas contribuciones a la anchura inte - 
gral.
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Una propiedad de los paracristales reales es que sôlamen­
te pueden alcanzar un nûmero mâximo, de pianos cristalinos. Co­
mo resultido empîrico de numerosas medidas expérimentales se ha 11e- 
gado a la conclusiôn de que este valor viene definido por (12-14)
= ( — ) '
donde a* ;s un nûmero sin dimensiones que varia entre 0.1 y 0.2, de- 
pendiendo del tipo de interacciôn intermolecular.
1.2.’.. Modelo Paracr is tal ino de Empaquetamiento de Membranas
La asunciôn de que los paquetes de membranas pueden consi- 
derarse cristales monodimensionales, hecha en la secciôn 1.1. résul­
ta un cas) ideal. En los sistemas reales ocurren distorsiones de em- 
paquetamiînto que pueden tratarse cômo distorsiones paracristalinas.
La idoneilad de este tratamiento lo prueba el hecho de su utilizaciôn 
en el estidio de las membranas de miel ina del nervio (15,16,25), er_i 
trocito himano (17) mitocondria (18), tilacoides de Rhodopssudomonas 
esféricas (19), fotosintêticas (20,21), reticulo sarcoplasmâtico (22), 
bastones ’isuales del ojo de rana (23), etc.
Debido a que la periodicidad esté definida en la direcciôn 
de apilam.ento, las distorsiones se considéra que ocurren en una red 
monodimeniional, lo que ademâs simplifica en gran manera los cSlculos>’
La funciôn de probabilidad para los vecinos mâs prôximos, 
H(x), coniideramos que es una distribuciôn de tipo gausiano
H (x) = (-^)^ exp. Q-c (x-L) 1 36 I
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con
,+00 I
I H(x
f+«
= J X H
) dx = 1 c = --- = (x-L)
2A*
• +  0O
siendo L x (x) dx
Para los vecinos n-éslmos la fluctuaciôn vendré dada por:
Hjj(x) - H(x)*H(x)* *H(x) |37j
(n-1) veces
si H(x) es definida como gausiana entonces obtenemos:
H (x) = (-^)^  iexp(-c/n-(x-nL) ® ) 138
" (n)^
y la funciôn Q vendrS dada por:
Q(x) = Qq (x )*z 3^ (x ) 139
siendo
N-1
Z (x) * N A(x-O) + I (N-n) (x±nL) |40(
n=l "
para un empaquetamiento de N-morabrànas. La figura 9 muestra la fun­
ciôn Z^(x) para el caso N=3 siendo por lo tanto
Z^(x) = 36(x-0) + 2 H (x+L) + 2 H (x-L) + H *
* H (X+2L) + H*H (X-2L)
La funciôn Qq (x ) en funciôn de los parâmetros del modelo
tal cômo se expuso en la secciôn 1.1.4 (ecuaciones |23| y |27| ven­
drS dada por
Og(x) = 2 Q^+ 0^* H (x-L) para x>0 (4l|
Z(x)
3 6 (x-o)
6(X-2L)
II H * H
- 2 L
Fig. 9
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Si consideramos que el espesor del motivo puede fluctuar, 
debido a ondulaciones en la superficie de la membrana es necegario 
introducir entonces dos estadisticas H^(x) y (x) que dàh cuenta de 
las fluctuaciones dentro de la membtàha y entre membtàhéë respective 
mente.
La funciôn Q del sistema se expresa entonces |24| cômo:
Q(x) = 2 N Q * 6(x-0)+ N *H- + (N-1) +
mod *" ^ ^
+ 2 (N-1) + (N-1) +
N-1
+ ï (N-n) + Q *Hj + 2 0„
n=2
veces 142
siendo
y la fluctuaciôn ^ ‘i.
-1,2
Normalraente basta con usar los cuatro primeros términos
de la ecuaciôn |42( para calcular el perfil de densidad electrÔnica,
ajustando la funciôn Q(x) en el intervalo (0, ij. Aproximando N-l-N
exp
y normalizando la funciôn Q(x) al dlvidor por N se obtiene para
mod
Q d entre O y L la relaciôn:
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Q(x) =2 Q„*«(x-0) + *Hj + Q *H^ + 2 |43|
mod
Los términos de en funciôn de los parâmetros del
modelo (scciôn 1.1.4) c, x^, 2 Y g se expresan ahora;
^o ^o
:^ ) E 1 A. A. exp {-0.5 c fx- (x.-x.)!^} 
^ i=l j=l ^  ^ ]
**o «o
«m, *«2= <I5)^ J ,  A]
exp( - [ e t ^ y  & -  (Xi+Xj) - y } |44|
X c. X **o
O m/ " i  ■ j!, Aj
V«l*'2 “ r  i ^ «o «o
(Cj^ +C2)+Cj^ C2cJ  ^ E A^
1=1 j=l
exp{ 1^2
c (c^+C2)+^Cj^C2
&  - (x ^-Xj^ +£j^ +£2)H^>
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El tiempo de computaclôn de Q(x) depende de los parâme -
mod
tros de entrada y varia entre 2 y 10 minutes.
1.3. Empaquetamiento de flbrlllas
La intensidad difractada por N moléculas o cadenas molécu 
lares desorientadas, de acuerdo con Vainstein (3) viene dada, en 
coordenadas cillndricas, por la expresiôn;
1(b) = N llf(b)P - |F(b)|M+ |F(b) r  G%(b) )45|
donde N es el nûmero de moléculas, b el vector en el eâpâcio reel - 
proco, G^(b)= l f Jg (2ïïr^p, b) tiene en cuenta la diStrlbuciôn es- 
pacial de las iwléculas, siendo r^^, la distancia entre centres de 
moléculas, |F(b)|^= Fj(b) F^ (b) para es el promedio sobre las 
distintas orientaciones siendo F^ el factor de estructura para una 
molécula (F(b) |^Fj F^ es el promedio sobre la misma molécula para
j=k.
La fôrmula |45| se simplifica en el caso de moléculas Igua 
les y paralelas pues entonces |f | | f |^. Para el caso de flbrlllas 
y segmentes de a-héllce se puede considerar que el factor de estruc 
tura es el mismo que el de una varilla cillndrlca (3) teniendo enton 
ces;
2 _= F
J . (2TTr^b)
|46|
siendo la funciôn de Bessel de orden 1 y r^ el radio de la vari­
lla. En la Fig. 10 puede verse la variaciôn de F^^ frente a b para 
los distintos valores del radio.
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La funciôn G^Cb) depende del nûmero de moléculas conside- 
radas y de la forma en que se ordenen. La expresién analîtica de 
Gjj(b) para el caso de N=4y7 en dlsposlclén hexagonal viene dada por:
G^(u) = 13+10 Jq (u ) + 2 J^(u\/1)3
G^(u) = [7 + 24 J^ (ü) + 12 J^(uv^) + 6 J^(2u)j
siendo u=2TTiTpp,b. La repreaentacién G^ (u) frente a u para N=4ÿ 7 se 
muestra en la Fig. 11 . La funciôn de interferencia G^ puede calcu - 
larse de- igual manera para cualquier numéro de moléculas N con una 
distribuciôn espacial dada.
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1.4. MEMBRANA PURPURA DE HALOBACTERIUM HALOBIUM:
ESTRUCTURA Y FUNCION.
1.4.1. Antecedentes
La converslôn de la energïa radiada por el sol én energla 
qulmlca y su utilizaciôn en los procesos metabôlicos se lleva a ca- 
bo en las plantas, algas y bacterias que incluyen en su estructura 
clorofila. La absorciôn de la luz por la cloroflla inicia una cade- 
na de reacciones cuyo resultado es la formaciôn de moléculas con en 
laces de elevada energla, esto es moléculas de ATP.
A finales de la década de los sesenta, desperté gran inte 
ré s el descubriiniento, en una familia de bacterias, de un mecanismo 
de conversiôn de energla lumlnosa en energla qulmlca, <îue no utili- 
zaba la clorofila, sino un pigmento relaclonado estrilcturalmente 
con el pigmento visual de los ojos de los animales (26,27). Ëstas 
bacterias se caracterizan por necesitar altas concentraciones de 
cloruro sôdico para su supervivencia y crecimiento, encontrândose - 
las por tanto en salinas y lagos salados.
La especie Halobacterium Halobiuro, la més estudiada, cre- 
ce en concentréeiones de ClNa 4.3 M, lo que significa 250 gr de sal 
por litro de disoluciôn. Al diluir el medio, la bacteria empieza 
perdlendo su forma abastonada, después el contenido celular sale al 
exterior y a concentracicnes de 0.1 M, la membrana celular se frag­
menta (27) en laminillas que mediante centrifugaciôn en gradientes 
de densidad se separan en dos fracciones; una de baja densidad 11a- 
mada fracciôn de membranas rojas y otra de mayor densidad llamada 
fracciôn de membranas pdrpura, denominadas as! debido a su colora - 
ciôn (29).
— 39 —
Relacionando microfotograffas de membrana celular compléta 
con mlciofotograffas de MP, se dedujo que el material de la fracciôn 
de MP no estaba difuso sobre la membrana sino que formaba una serie 
de âreas discretes, inclufdas sin soluciôn de continuidad en la mem­
brana celular (28,30).
La MP vista al microscopic consta de laminillas bastante 
uniformes de tamano, que presentan en su superficie fracturas, for - 
mando ertre sf ângulos de 60 y 120®. Su composiciôn es fundamental - 
mente pDtêica, 75% en peso frente al 25% restante de Ifpidos. Con - 
tiene ura ûnlca especie protéica de peso molecular 26.000 con un ele 
vado cortenido de amlnoÔcidos hldrofÔbicos, aproximadamente el 62%, 
lo que sjglere que gran parte de la molécula de proteina tiene que 
estar enbebida en el interior hidrofôbico de la membrana (28,30,31).
El espectro de absorciôn de MP muestra una banda entre 560 
y 570 nn en el amarillo-verde del visible y un fuerte pico de 280 nm 
en el ultravioleta, caracterfstico de las proteinas. Buscando el pig^ 
men to responsable del color pûrpura se encontrô que la proteina de 
MP contiie un grupo retinal por molécula (28,32). El retinal asocia- 
do a las diferentes proteinas opsinas es el cromôforo de todos los 
pigmentes visuales en los animales, apareciendo también en el comple 
jo rhodcpsina, el pigmento de las células abastonadas del ojo humano. 
La uniôn retinal-proteina en los pigmentos visuales se realiza a tra 
vés de To que se llama una base de Schiff, enlace entre el grupo al-^ 
dehido -CHO- del retinal y un grupo amino, -NHg, de ciertos aminoâc^ 
dos de fe proteina. En la rhodcpsina, el pigmento visual humano, es­
ta uniôn se realiza a través del grupo amino de una lisina, ver fig. 
12. La miôn del cromôforo a la proteina de MP se lleva a cabo de 
idénticÊ manera, por lo que se la llamô Bâteriorhodopsina.
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La base de Schiff entre el retinal y la U s i n a  de la bac- 
terlorhodopslna ha de encontrarse embeblda dentro de una entorno de 
amlnoâcldos hldrofôbicos, para evltar su hldrôllsls en un medio 
acuoso (32).
b*
tliifti
La difracciôn de Rayos-X Indicé que las moléculas de pro­
teina se dlsponen regularmente en el piano de la membrana (30), en 
una ordenaclôn que se aproxlma a la de un cristal bldlmenslonal de 
celdilla unidad hexagonal. Las moléculas de BR atravlesan la membra 
na y se orlentan todas en la misma direcciôn, dlspuestas en grupos 
de très alrededor de un eje ternarlo, perpendicular al piano de la 
membrana, en el centro del grupo (33,34). Los llpldos estén dispues 
tos en dos capas, como en una blcapa, pero probablemente con una 
distribuciôn cuantltatlva aslmétrlca (35) y poslblemente locallzados 
en reglones discrètes entre los grupos de proteina. Comblnandomicros 
copia electrÔnica y difracciôn de eléctrohes (36), se vlô que cada pro­
teina contlene siete segmentes de a-héllce perpendlculares al piano 
de la membrana. El agrupamlento de las très proteinas alrededor de 
un eje ternarlo se realiza de modo que très a-héllces de las slete 
de cada proteina se dlsponen formando una corona central de nueve 
hélices, mlentras que las cuatro restantes por proteina forman una 
corona de 12 a-héllces externa a la anterior (37,38).
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La slmilitud entre BR y los pigmentos visuales suglrlô 
Inmedlatamente que su funciôn en la cëlula podla estar relaclonada 
con la absorciôn de luz. La gran cantldad de MP en la membrana celu 
lar hlzo pensar que ademâs de una funciôn sensora (las células al 
dlsminulr la Intensidad lumlnosa en su camlno se paran e Invlerten 
el movlmlento)(30,40), debla estar asoclada con alguna funciôn meta 
bôllca (41). De ser esto asi, a través de medidas del contenido de 
ATP en las células podrîa detectarse el papel que la MP tiene en el 
métabolisme energétlco de las mismas.
Paraislamente se encontrô que al llumlnar la membrana se 
produce un movlmlento de protones (41) desde el Interior al exterior 
celular, reflejado en un camblo de pH en el medio (42,44). Se descu 
briô entonces una reacclôn fotoslntética cïcllca que Incluye varlos 
Intermediaries. La absorciôn de luz pone en marcha un clclo que se 
compléta en pocos mlllsegundos y vâ acompanado del transporte de 
protones del Interior al exterior celular (44,46).
La relaciôn entre la sîntesls de ATP y el gradlente gene- 
rado por la luz puede verse suspendlendo bacterias en una soluciôn 
sallna, sin nutrlentes, en la oscurldad y bombeando nltrôgeno a tra 
vés del medio. En estas condlclones la concentraclôn de ATP en las 
células cae râpldamente al 30% de su nlvel original y permanece 
constante en este valor (43,47). Aparentemente las células pueden 
cancelar la mayorla de los procesos que requleren energla cuândo ^ 
las fuentes externas de energla no estân disponibles. Al llumlnar 
las células, el contenido de ATP en las mismas sube râpldamente ha£ 
ta el nlvel original. Bombeando aire, lo cual slgnlflca introducir 
oxlgeno en la suspenslôn, se observa el mlsmo efecto que lluminando, 
el contenido de ATP sube. Al hacer el experlmento con radlaclones
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de dlferentes longitudes de ondâ se observa que sôlo a longitudes 
de onda iguales a la absorblda por MP es efectiva en la #lnte&ls 
de Atl» (4é> 49). Ambàs, resplraelôh ê ilüWiAàcl^ïi ë^héirâfi 
un gradients de protones a travës de la membrana celular# utlllzado 
por ésta en la slntesls de ATP.
El problems de aslgnar este coroportamlehto de foma exclu 
slva a la MP se resolviô vaclando las cëlulas a concentracjones sa- 
llnas del medlo^ 2 H. En estas condlclones la mayot patte cfel conte 
nldo cltoplasmStlco sale al exterior y sÔlo quedah las membranas ce 
lulares. Asegurando que la orlentacldn de MP es estas envolturas ce 
lulares se mantuvlese, se encontrd una respuesta Idéntlca a la llü- 
mlnaclôn que la obtenlda con la célula compléta, esto es, al lluml- 
narla se general un gradients electroqulmlco a través de la membra­
na (49,53).
La poslbllldad de que la membrana Roja, el otro componen- 
te de la membrana celular, jugase algdn papel se excluyô ciândo se 
conslguld Incorporer MP a vesîculas de llpldos (50). Al exfoner es­
tas preparaclones a la luz, la membrana reconstltulda actd* cômo 
una eflcaz bomba de protones. Vesîculas con dlstlntas clasis Ae ll­
pldos fueron usadas cômo matrlz y en todos los casos al Intorporar 
MP actuaban bombeando protones. A partir de entones ya no le alber- 
g6 nlnguna duda de que la BR era agente responsable de tal comporta 
mlento (48,50,54,60).
El bombeo de protones llevado a cabo por la BR ei la MP 
tlene lugar en un solo séntldo ppro no en èl contrario? se esta- 
blece asl un gradients de concentraclôn de protones que geiera una 
dlferencla de potenclal entre el Interior y el exterior ce.ular de 
180 a 280 mV (61,64). La energla almacenada en este gradleite la
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utlliza la célula en la slntesls de ATP a partir del ADP. La funclôn 
primordial de la MP es hacer de la luz una fuente de energla alter­
native a la resplraclôn,
El conoclmlento del mecanlsmo Intramolecular de bombeo de 
protones comlenza con la locallzacldn del retinal en MP, y la deter 
mlnacldn de su orlentaclôn en la mlsma usando técnlcas de dlfracclôn 
de neutrones a bajo Sngulo en dlsperslones acuosas de membranas. El 
método consiste en observar las dlferenclas entre el diagrams de d^ 
fraccldn de MP con retinal normal y MP con retinal deuterado. Se 
llega a la concluslôn de que el anlllo B-lnona del retinal estâ sl- 
tuado en el centro de la membrana (65) aunque esta poslcldn es dis­
ent Ida por algunos autores (66).
Otro resultado Interesante obtenldo con dlfracclôn de neu 
trônes es la concluslôn de que no exlsten huecos en la molêcula de 
BR en los cuales quepan mSs de 12 moléculas de agua, lo cual parece 
que excluye la poslbllldad de transporte paslvo a través de un canal 
acuoso en la protelna (67), aunque no defInltlvamente puesto que esta 
têcnlca es Insensible para la detecclôn de poros formados con nueve 
moléculas de agua o menos. Nueve moléculas de agua podrlan formar 
un canal de una molécula de dlSmetro que atravesarfa el 80% del es- 
pesor de la membrana.
La composlclôn de amlnoâcldos de la protelna fué détermina 
da por dlversos autores (28,68,70), aunque exlsten algunas dlscre 
p a n d a s  cômo puede observarse en la tabla II. Durante el ûltlmo ano 
se ban publlcado los prlmeros Intentos de ajustar la secuencla de 
amlnoâcldos (66,71,73) en los slete fragmentos de d-héllce y esta - 
blecer las poslclones relatives de estas hélices entre si. Sôlamen-
n
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te la ordenaciôn de las slete a-hêllces entre si présenta 5040 posl- 
bllldades, ésto es 7! lo que justifies 10080 formas de orlentaclôn, 
algunas de ellas pueden descartarse en base a crlterlos taies cômo 
separaclôn entre cargas a lo largo del eje de la hélice, neutralisa 
clôn de cargas, longltud de los segmentes, etc. aûn asl el nûmero 
de poslbles soluclones es muy grande. La soluclôn a este problems 
de conocer la estructura a nlvel atômlco y ordenaclôn de los amlno - 
âcldos séria poslble si se conslguleran crlstales trldlmenslonales 
de protelna, tema objeto de Investlgaclôn en dlversos laboratories 
en dlstlntos palses en este memento.
En el Ûltlmo afio se conslguleron crlstales bldlmenslonales 
de MP dônde la celdllla unldad en vez de hexagonal es ortorrômblca 
(74). Las moléculas de protelna no aparecen agrupadas formando trime 
ros slno monômeros. La estructura del monômero conflrmô las predlc - 
clones de que la BR estaba forraada por slete a-héllces fuertemente 
conectadas entre si
En la obtenclôn de crlstales trldlmenslonales supone un 
avance Importante el haber conseguldo crlstales trldlmenslonales de 
MP (75) y BR (76), aunque su tamaflo todavia no es lo sufIclentemente 
grande cômo para poder permltlr el anâllsls con técnlcas de dlfrac - 
clôn de Rayos-X y de electrones. No obstante muestra un camlno por 
el que se ha de segulr en los prôximos anos hasta consegulr el pri­
mer cristal de protelna de membrana.
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1.4.2. Objetlvos de este trabajo
No es sorprendente que durante los ûltlmos afios haya habl 
do un renovado Interés en el campo de la Investlgaclôn bloflslca que 
trata del estudlo de slstemas blolôglcos, median te técnlcas de dlfirac 
clôn, ya que la comprenslôn de las funclones blolôglcas de membranas, 
protelnas, enzlmas, etc. depende en gran medlda del conoclmlento que 
se tenga de su estructura y organlzaclôn. La dlfracclôn de Rayos-X 
proporclona una vallosa informaclôn estructuràl, puesto que permlte 
su estudlo en condlclones simllares a las que se dan en la célulà vl 
va, llegândose en alguna ocaslôn a poder estudlar membranas de anima 
les superloras vlvos como es el caso de la membrana de los egmentos 
exterlores de los bastones vlsuales en el ojo de la rana (77),
La comprenslôn de la organlzaclôn molecular de las membra 
nas blolôglcas requlere Informaclôn especîflca de la locallzaclôn y 
dlstrlbuclôn topolôglca de los componentes de la membrana. La mayor 
parte de la metodologla uaada para elucldar la organlzaclôn de la 
membrana nos proporclona Informaclôn de la estructura transversal de 
la mlsma, es declr, en que lado de la membrana esté locallzado cada 
une de los componentes de la mlsma (llpldos y protelnas). Esto es de 
bldo en parte a la dlstrlbuclôn desordenada de las protelnas y en ba 
se a ésto se suglrlô (78) que la matrlz llpldlca debla tener una na- 
turaleza flulda en su estado natural.
La MP, objeto de este trabajo, présenta una excepclôn den 
tro del anterior esquema? la dnIca protelna de membrana, la BR no es 
té dlstrlbulda al azar en su superficie, slno ordenada formando una 
red bldlmenslonal, don consecuenclas funclonales todavia sln expllcar
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Resumidas brevemente las razones que ban despertado el in 
terés por la MP son las siguientes;
1) El descubriinlento por Oesterhelt y Stoeckenlus de un sis- 
tejnë f o t dë t é'b too ? . i f esta membrana, distinto del conocido' has ' 
ta ahora en la clorofila. Segün estos autores la MP actûa como mera - 
brana fotosintética y fotosensora.
2) Se ha encontrado una ünlca protelna de membrana, la bacte 
riorhodopslna, que présenta una dlstrlbuclôn ordenada en el piano de 
la membrana, lo cual permlte usar métodos de dlfracclôn en su estudlo.
3) Funclonalmente el slstema BR es muy senclllo si se compa­
ra con el slstema fotoslntétlco de la clorofila o el slstema fotorre 
ceptor de la rodopslna visual. Por lo tanto se espera obtener una va 
llosa Informaclôn que ayude a un mejor conoclmlento de otras protel­
nas de membrana asl cômo de los mecanlsmos de fotorrecepclôn y foto- 
transducclôn de energla lumlnosa en energla qufmlca.
4) Debldo a que la membrana se extrae del H.H. que es una 
halôflia que vive en medlos de concentraclôn de ClNa muy altos,
4,3 M, no présenta problemas de contamlnaclôn ni de esterlllzaclôn.
5) Se trata de una fuente blolôglca barata y abundante que 
exige unas técnlcas de preparaclôn mlnlmas.
En nuestro caso el Interés se debe tamblén al hecho de 
que la MP sea objeto de un proyecto de investlgaclôn en el que par-#* 
tlclpan dlstlntos grupos de los Instltutos Rocasolano y Estructura 
de la Materla, que aboradando un estudlo con dlferentes técnlcas 
pretenden avanzar en la comprenslôn de la relaclôn estructura fun -
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clôn y soluclonar ]os problemas que este slstema plantea.
En el modelo de MP aceptado actualmente bay algunos pun - 
tos en lo que se reflere al estudlo con técnlcas de dlfracciôn de Ra 
yos-X que no han sldo tratados, Asl la Informaclôn obtenlda medlante 
mlcroscopla electrônlca de que la protelna BR consta de slete segmen 
tos de a-héllce densamente empaquetados que se extlenden perpendlcu- 
larmente al piano de la membrana, o el hecho de que las protelnas se 
agrupen formando trlmeros debe verse reflejado en el dlagrana de dl­
fracclôn de Rayos-X, debldo a la relaclôn que existe entre la Inten- 
sidad dlfractada con forma y tamano del motlvo dlfractante. Por otro 
lado este modelo no expllca detalles que aparecen en los dlagramas 
taies cômo el ensanchamlento de las reflexlones al aumentar el orden 
o el halo dlfuso a 10 A présente en la dlrecclôn ecuatorial- Ello nos 
ha llevado a pensar en la necesldad de investlgar la estructura supra 
molecular de la MP tenlendo en cuenta el concepto de corto alcance, 
es declr hasta que punto la MP se comporta cômo una estructura para- 
crlstallna. Se trata de apllcar la teorîa de Hosemann (79) al anSll- 
sis de las reflexlones méridionales y ecuatorlales con el f:n de ob­
tener el grado de fluctuaclôn relatlva de los largos espaclados ret^ 
culares en las dlrecclones perpendicular y en la paralela a: piano 
de la membrana.
La dlfracclôn de Rayos-X de membranas orlentadas propor - 
clona ademés Informaclôn relatlva al modo de empaquetamiento de las 
moléculas de llpldos y protelna en la membrana a una resoluciôn cer- 
cana a los 10 A si se puede resolver el problema de la fase para re­
flexlones lamelares (dlrecclôn meridional). De los varies métodos pa 
ra soluclonar el problema de las fases y calcular el perfll de densi
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dad electrônlca (80-83) hernos escogldo utilizer el de Pape y Kreutz 
(84) por ser un método dlrecto que ademâs considéra en los cSlculos 
las dlstorslones que ocurren en el empaquetamiento de las membranas.
Para tratar de alcanzar estos objetlvos se estableclô el 
slgulente plân de trabajo;
1) Estudlo de los dlagramas de dlfracclôn con el haz de Rayos 
X con el haz Incidente perpendicular al piano de la membrana.
A partir de estos reglstros se calculan los parâmetros de 
celdllla unldad del slstema dlfractante y se Investlgan tenlendo en 
cuenta el concepto de corto alcance las dlstorslones présentes en 
el empaquetamiento de la protelna en la superficie de la membrana, 
obtenléndose el grado de fluctuaclôn en las dlstlntas dlrecclones. 
Los pasos son;
- Desconvoluclon del perfll experimental del perfll del haz 
prlmarlo para obtener el perfll verdadero
- Resoluciôn de este ûl'tlmo y cSlculo de la anchura Integral 
de las reflexlones.
- CSlculo del factor de fluctuaclôn paracrlstallna "g” y ta 
mano de cristal en las dlstlntas dlrecclones.
- Justlflcaclôn de la Intensldad dlfractada en esta dlrec - 
clôn, poslclôn y amplitud de los mâxlmos de Intensldad.
2) Estudlo de los dlagramas de dlfracclôn con el haz de Rayijs 
X Incidente paralelo al piano de la membrana.
Una vez conseguldos apllamlentos de membranas orlentadas 
a partir de las Intensldades reglstradas en la dlrecclôn meridional
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(dlrecclôn de apilamlento de las membranas) se calcula el perfll de 
densldad electrônlca de MP. Hacemos este célculo a través de las si 
guientes pasos:
- Separaclôn del haz prlmarlo del perfll experimental de la 
Intensldad dlfractada.
- Fluctuaclôn paracrlstallna y tamano de los paquetes de 
membranas.
- Célculo de la funclôn de Patterson generallzada o transfor 
mada de Fourier Inversa de la Intensldad, funclôn
- Reflnamiento de los parâmetros del modelo comparado 
^ ^mod”
- Obtenclôn del perfll de densldad electrônlca.
— 51 —
BIBLIOGRAFIA
1. Kreutz, W., Pape, E.H., Summer Institute on the Physics of Biologi­
cal membranes (Colbow, K., Ed.), Vancuber B.C., Canada (1978)
2. Marquardt, D.W., J. Soc. Ind. Appl. Math. 431 (1963)
3. Vainshtein, B.K., "Diffraction of X-Rays by Chain Molecules",
Elsevier Publishing Co., Amsterdam, London, New York (1966)
4. Pape, E.H., Kreutz, W . , J. Appl. Cryst. 421 (1978)
5. Buerger, M.J., "Vector Space. Its Application In Crystal 
Structure Investigation", John Wiley and Sons Inc.,
New York (1959)
6. Hosemann, R., Z. Phys. 1, 128 (1950)
7. Debye, ., Phys. Z., 135 (1927)
8. Ornsteln, I.S., Zernlke, F., Inst. Proc., 743 (1914)
9. Hosemann, R., Lemm, K., Wilke, W., Mol. Cryst., 1, 333 (1967)
10. Hosemann, R. , J. Polymer Scl., 1 (1967)
11. Hosemann, R., CRC Critical Review In Macromolecular Science,
194, 351 (1972)
12. Hosemann, R., Makromolecular Chem. Sppl., 1, 559 (1975)
13. Hosemann, R., BaltS Calleja, F.J., Ber. Bunsenges Phys. Chem.
84, 91 (1980)
14. Baltâ Calleja, F.J., Hosemann, R., J. Appl. Cryst., 521 (1980)
15. Nelander, J.C., Blaurock, A.E., J. Mol. Biol., 118, 497 (1978)
16. Gbordzoe, H.K., Kreutz, W . , J. Appl. Cryst., 489 (1978)
17. Pape, E.H., Klott, K., Kreutz, W. , Blophys. J., 141 (1977)
18. Muller-Klleser, ., Kreutz, W., Z. Naturforschung,
31c, 612 (1976)
19. Pape, E.H., Menke, W . , Welck, D., Hosemann, R., Blophys, J.,
U ,  221 (1974) ^
20. Kreutz, W. , Menke, W . , Z. Naturforschung, 17b, 675 (1962)
21. Kreutz, W., Z. Naturforschung, 19b, 441 (1964)
— 52 —
22. Herbette, L., Marquardt, J., Scarpa, A., Blasle, J.A.,
Blophys. J., 20^ , 245 (1977)
23. Funk, J,, Welte, W., Hodapp, N, , Wutschel, 1., Kreutz, W. ,
Blochem. Et. Blophys. Acta, 640, 142 (1981)
24. Gbordzoe, M.K., Kreutz, W . , J. Appl, Cryst., 489 (1978)
25. Gbordzoe, M.K., Kreutz, W . , Z. Naturforschung, 33C, 184 (1978)
26. Stoeckenlus, W. , Rowen, R. , J. Cell. Biol., 3^, 365 (4.967)
27. Stoeckenlus, W. , Kunau, W.H., J. Cell. Biol., 3^, 337 (1968)
28. Oersterhelt, D., Stoechenlus, W. , Nature New Biol.,
233, 149 (1971)
29. Larsen, H., Adv. Microbiol. Physiol., 1, 97 (1967)
30. Blaurock, A.E., Stoeckenlus, W., Nature New Biol.,
233, 152 (1971)
31. Stoeckenlus, W. , Scl. Am., 243 (6), 38 (1976)
32. Brldgen, J., Walker, I.D., Blochem., 792 (1976)
33. Henderson, R., J. Mol. Biol., 9^, 123 (1975)
34. Blaurock, A.E., J. Mol. Biol. , 139 (1975)
35. Blaurock, A.E., King, G.I., Science, 196, 1101 (1976)
36. Unwin, P.N.T., Henderson, R., J. Mol. Biol., £4, 245 (1975)
37. Henderson, R. Unwin, P.N.T., Nature, 257, 28 (1975)
38. Henderson, R., Ann. Rev. Blophys. Bloenerg., 6, 87 (1977)
39. Dencher, N., Wilms, M. , Blophys. Struct. Mech., 1, 259 (1975)
40. Hildebrand, E., Dencher, N. , Nature, 257, 46 (1975)
41. Oesterhelt, D., Stoeckenlus, W., Proc. Natl. Acad. Scl.,
70, 2853 (U.S.A)
42. Oesterhelt, D . , Hess, B., Eur. J. Blochem., 3%, 316 (1973)
43. Danon, A., Stoeckenlus, W. , Proc. Natl. Acad. Scl.,
71, 1234 (1974)
44. Lozier, R.H., Bogomolnl, R.A., Stoechenlus, W., Blophys. j.
15, 955 (1975)
45. Oesterhelt, D . , Stoeckenlus, W. , Methods Enzymol.
31, 667 (1974)
- 53 -
46. Stoeckenlus, W., Lozier, R.H., J. Supramol. Struct.,
2, 769 (1974)
47. Blelyakova, T.N., Kodzyauskas, Y.P., Skulacheve, V.I.,
Sumlrnova, I.A., Dokl. Akad. Nauk., 223, 483 (URSS)
48. Bogomolnl, R.A., Baker, R.A., Lozier, R.H., Stoeckenlus, W, 
Bloche. Blophys. Acta., 440, 68 (1976)
49. Hwang, S.B., Stoeckenlus, W., J. Membr. Biol., 33^ , 325 (1977)
50. Racher, E. , Hinkle, P.C., J. Membr. Biol., (1974)
51. Kayushln, L.P., Skulachev, V.P., FEBS Lett., 39, 39 (1974)
52. Yoshlda, M . , Sone, N. , Hlrata, H., Kagawa, Y., Takenchl, Y., 
Onho, K., Blochem. Blophys. Res. Commun., 67, 1295 (1975)
53. Drachev, L.A. et al., J. Biol. Chem., 251, 7059 (1976)
54. Cherry, R.J., Müller, H., Henderson, R., Heyn, M.P.,
J. Mol. Biol., 121, 283 (1978)
55. Ormos, P., Danczhazy, A., Karvaly, B., Blochem. Blophys. Acta. 
503, 304 (1978)
56. Hong, F.T., Montai, M., Blophys. J. , 25^ , 465 (1979)
57. Stoeckenlus, W . , Lozier, R., Bogomolnl, R., Blochem. Blophys. 
Acta., 505, 215 (1979)
58. Dencher, N.A., Heyn, M.P., Blophys. J. , 25^ , 318 (1979)
59. Dencher, N.A., Heyn, M.P., Febs Letters, 108, 307 (19 )
60. Kuo-sen Huang, Hagan, B., Goblnkhorana, ., Proc. Natl. Acad. 
Scl., 77, 323 (U.S.A)
61. Michel, H. , Oesterhelt, D. , Febs. Lett., £5, 175 (1976)
62. Bogomolnl, R.A., Fed. Proc., 3^, 1833 (1977)
63. Renthal, R. , Lanyl, J.K., Blochem., 2136 (1976)
64. Henderson, R., Ann. Rev. Blophys. Bloenerg., 87 (1977)
65. King, G.I., Stoeckenlus, W . , Crepf, H.L., Schoenborn, B.P.,
J. Mol. Biol. , 1 ^ ,  395 (1977)
66. Engelman, D.M., Henderson, R., Mac Lachlan, A.D., Wallace, B.A., 
Proc. Natl. Acad. Scl., 77., 2023 (U.S.A)
67. Zaccal, G. , Gilmore, G.J. , J. Mol. Biol. , 1J2^ , 181 (1979)
68. Brldgen, J. , Walker, J.D., Blochem., 15, 792 (1976)
— 54 —
69. Keefer, L.M., Brodshaw, R.A., Fed. Proc., 36.' 1799 (1977)
70. Kaplan, H., Cheng, D.C.H., Oda, G., Kates, M . ,
Can. J. Blochem., 55^ , 669 (1978)
71. Ovchinnikov, Y., Abdulev, N,, Felglra, M., Kiselev, A.,
Lovanov, N . , Febs. Lett. 100, 219 (1979)
72. Gerber, G.E., Anderegg, R.J., Herllhy, W.C., Gray, C.P.,
Blemann, K. ,• Khorana, H.G., Proc. Natl. Acad. Scl., , 227 (UjS.A)
73. Walker, J.E., Carne, A.F., Schmitt, H., Nature, (London),
278, 653 (1979)
74. Michel, H., Oesterhelt, D., Henderson, R., Proc. Natl. Acad.
Scl. , TJ_, 338 (U.S.A)
75. Henderson, R., Shotton, D., J. Mol. Biol., 139, 99 (1980)
76. Michel, H., Oesterhelt, D., Proc. Natl. Acad. Scl.,
77, 1283 (1980).
77. Funk, J., Welte, W. , Hodapp, N., Wutschel, I., Kreutz, W. ,
Blochem. Et Blophys. Acta, 640, 142 (1981)
78. Linger, S.J., Nlcolson, G.L., Science, 175, 720 (1972)
79. Hosemann, R., Bagchl, S.N., "Direct Analysis od Diffraction 
by Matter", North Holland Publishing, Co., Amsterdam (1962)
80. Lesslaner, W. , Blarle, J.K., Blophys. J. , 2 (1972)
81. Lesslaner, W., Cain, J., Blassle, J.K., Blochem. Blophys. Acta, 
241, 2 (1971)
82. McIntosh, T.J., Worthington, C.R., Blophys. J. , 363 (1974)
83. Worthington, C.R., Khore, R.S., Blophys. J. , 23[, 407 (1978)
84. Pape, E.H., Kreutz, W., J. Appl. Cryst., 11, 241 (1978)
2. EXPERIMENTAL
56 -
2.1. CULTIVO DE HABOLACTERIUM HALOBIUM Y PREPARACION DE
DE MEMBRANA PURPURA
2.1.1. Cultivo de Halobacterlum halobium
La cepa de Halobacterlum halobium (HH) empleada en este 
trabajo fué facllltada por el Dr. Oesterhelt, uno de los prlmeros 
InvestIgadores que trabajaron con la Membrana Pfirpura (MP) (1). Es­
ta cepa es una mutante de Halobacterlum halobium, conoclda con el 
nombre de RiMi, que presents la pecullarldad de estar exenta de va- 
cuolas gaseosas lo cual facilita enormemente la separaclôn de las 
fracelones de membranas roja (MR) y pdrputa (MP).
El procedlmlénto de cultivo que se slgulô fué el mlsmo 
que utlllzaron Oesterhelt y Stoeckenlus (i-3), con llgeras modlfi- 
caclones (4).
2.1.2. Preparaclôn de Membrana PÛrpura
Las células se recogen del medlo de cultivo por centrlfu- 
gaclÔn a 13.OOOxg y a 4“C.
La muestra obtenlda se suspende en 100 ml de ClNa 4 M a 
los que se agregan 5mg de DNAsa. A contlnuaclôn se dlallzan frente 
a 5 f de agua destllada. El choque osmôtlco U s a  las células y la 
DNasa prevlene la aparlclôn de vlscosldades altas como consecuencia 
de la llberaclôn de ADN.
La preparaclôn asl obtenlda se centifuga prlmero a 
10.OOOxg durante 10 mlnutos con objeto de ellmlnar cualquler Impure 
za acumulada y posterlormente a 50.OOOxg durante 30 min. para sepa-
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rar toda la fracciôn celular soluble y parte de la membrana roja.
Los precipitados se suspenden en agua destllada y se someten a frac 
clonamlento en gradlentes de sacarosa.
Para estos gradlentes se usaron un rotor angular 50 de 
8x25 mf centrlfugando a 150.OOOxg y otro rotor SW25 de 6x36 mf. cen- 
trlfugando a 85.OOOxg durante Intervalos de tlempo comprendldos en­
tre 15 y 20 horas.
La banda -de MP aparace en la Interfase 1.4 - 1.3 M de gra
dlente de sacarosa mlentras que la membrana roja aparece en la In -
terfase agua - 1.2 M de sacarosa.
Las fracelones de MR y MP se recogen separadamente y se 
guardan a baja temperature en suspenslôn de sacarosa. La élimina 
clôn de sacarosa se consigne medlante dlâllsls o medlante varlos la 
vados suceslvos con agua destllada y centrlfugaclôn a 100.OOOxg du­
rante 1 hora. En una célula de hostafân especlalmente disenada, sl- 
tuada en el fondo de la cubeta de centrlfugaclôn se recoge la mues­
tra de MP orlentada que usaremos en la cSmara de dlfracclôn.
2.2. Geometrla de la câmara de dlfracclôn a bajo éngulo
La dlferenclaclôn entre Sngulos altos y ângulos bajos al 
hablar de dlfracclôn de Rayos-X se establece dependlendo del ângulo 
de dlfracclôn, deflnldo medlante la ley de Bragg. La dlvlslôn es ar 
bltrarla y un espaclado de 30 A suele tomarse como Ifnea divisorla ** 
(5). Las membranas blolôglcas presentan espaclados que varîan entre
o
varias decenas y algunos centenares de A, es debldo a ésto por lo 
que su estudlo se efectûa a ângulos bajos.
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La técnica de dlfracclôn de Rayos-X a ângulos bajos requle 
re un especial culdado, ya que al operar por transmlslôn se deb^ 
trar el slstema de collmaclôn con una gran preclslôn y buscar la ré­
solue lôn adecuada al efecto de dlfracclôn que se desea medlr.
Exlsten dlversos métodos que permîtes reallzar la collma - 
clôn del haz de Rayos-X, a saber: rendljas (6), collmadores puntua - 
les (7), câmara de Kratky (8), focallzaclôn por reflexlôn (9) y foca 
llzaclôn por dlfracclôn (10). En el présente trabajo hemos utlllzado 
una câmara de dlfracclôn de Rayos-X de ângulos bajos dlsenada por
H. Klesslg (11) con collmaclôn puntual, modlflcada por nosotros me - 
dlante el dlseno y construcclôn de un collmador puntual de 0. 2 4  
con el objeto de consegulr mejor resoluciôn. La câmara se acoplô a 
un generador de Rayos-X de 12 kW de potencla de la casa Rlgaku-Denkl 
usândose foco normal de tamano O.Sxlmm^ en la superficie del ânodo. 
La radlaclôn empleada es la del Cu flltrada con nlquel. La câmara 
de Klesslg consta de 4 collmadores puntuales, y hemos usado la combl 
naclôn 0'3/0'5/0'3/0'2/ 4 mm. La figura 1 représenta esquemâtlcamen- 
te el principle bâslco de la câmara de collmaclôn puntual empleada, 
dônde por slmpllcldad sôlo se représentas los collmadores prlmero y 
cuarto que defines la dlvergencla del haz. S, es la plaça Intercepto 
ra del haz, P, la pelfcula fotogrâflca, D, el espesor de la muestra 
(-0.5 a 1mm), t, la dlstancla entre los collmadores, A, la dlstancla 
muestra-fllm, F, la dlstancla del foco a la plaça fotogrâflca y r , 
el radio del anlllo de dlfracclôn. En orden a conocer la resoluciôn 
angular de la câmara calculâmes prlmero la dlvergencla angular del 
haz Incidente e, que vlene dada por los dlâmetros de los collmadores 
ci y Cl, y la dlstancla que los sépara, que en la câmara de Klesslg 
es flja, es de 200 mm.
y Z
S - -
CMj
•'60 —
2 n 3+0 2
E = ---------  en nuestro caso e = —  ---- —  = 0.0025 rad
£ 200
Para collmadores con menor dlâmetro la intensldad de las 
reflexlones a bajo ângulo dlsmlnuye râpldamente.
La anchura del haz prlmarlo en el piano del fllm^ suponlen 
do sen 0 - 6  ( ângulcs bajos) vlene dada por:
S = e • A + D
El dlâmetro de la plaça interceptera, <t>, obvlamente debe 
ser mayor que S.
En nuestro caso hemos trabajado con dlStanclas muestra- 
fllm de 100 y 500 mro tenlendo
A=100 A E +  D=l. 25 <j)=2.0 mm
A=500 A E+ D=2. 25 (j)=2.5 6 3.0 ram
La resoluciôn alcanzada depende de las aberturas Ci y ca 
de los collmadores utlllzados asl cômo de las dlstanclas existantes 
entre los collmadores y entre la muestra y el film.
La resoluciôn obtenlda vlene dada por:
9 = .-S/g... = S / 2
 ^ K -
ci+ca
 )+A
para el caso A=100 6=6,9 x 10 rad
A=500 0=3.9 X 10~* rad
y el espaclado mayor reglstrado se obtlene a partir de:
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2XA o
d = -------------  A=100 d=100 A
S + A:500 d=375 A
El espesor de las muestras utlllzado fué de 0.5 a 1 mm, y
el tlempo de exposlclén variable, entre 15 mlnutos para registrar
la reflexlôn mâs Intensa (001) en la dlrecclôn meridional y 45 horas 
para la reflexlôn mâs débll (004) en la dlrecclôn méridional.
El trabajo se reallzô con una potencla de generador de
8 kW (200 mA/40 kW). En el recorrldo del haz desde la muestra hasta
la pelfcula se hlzo vacfo con objeto de ellmlnar el enegreclmlento 
de la pelfcula debldo al scattering de Rayos-X con las partfculas 
de aire. Todas las exposlclones de MP estSn reallzadas en éstas con 
dlclones.
Los dlfractogrêunas fueron reglstrados en pelfculas Kodlrex 
de la Casa Kodak cuyas caracterfstlcas son: granularldad 11x10*, 
densldad de ennegréclmlento media, vélocldad del film para el Cu 
38, factor del film 2.65%. El revelador utlllzado fué el G-150 de 
Agfa-Gevaert y el tlempo de revelado de 5 mlnutos a la temperatura 
de 22"C.
Los reglstros fotogrâfIcos de dlfracclôn se fotoraetraron, 
prevlo callbrado del aparato, con un ralcrodensltômetro Joyce-Loebl 
MKIII, con una anchura de rendlja efectiva de 90 pm o menos, slendo ^  
slempre menor del 5% de la anchura de la reflexlôn, utlllzando las 
cunas F-960, D-951 y A-784 de densldades ôptlcas 2.34, 1.67, y 0.90 
respectIvaraente. Los brazos de ampllaclôn fueron 1/20 y 1/50 segôn 
los casos. En la figura 2 se representan los anlllos de dlfracclôn
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reqlRtrados én la plaça fotogrSfica y el perfll densitométrlco co- 
rrespondtente.
2.3. Anâllsls de los perflies de dlfracclôn 
Este anâllsls supone:
1. La separaclôn del fondo o "background" debldo a la dlfrac 
clôn no coherente.
2. Là resoluciôn del solapamiento de las reflexlones separan 
do la contrlbuclôn de cada mâxlmo y estudlando la forma 
de los perfiles.
3. Câlculo de las poslclones de los mâxlmos.
4. Câlculo de las Intensldades normalIzàdas y anchuras Inté­
grales corregldas de los plcos.
5. Evaluaclôn de la razôn senal-ruldo définlda por el coclen 
te entre las amplitudes de la senal y f 1 ruJdo en una di- 
recclôn dada.
La separaclôn del fondo se reallzô tomando una fotografia 
sln muestra con el mlsmo tlempo de exposlclôn e Idénticas condicio- 
nes de revelado que las utllzadas para la pelfcula obtenlda en pre- 
sencla de MP.
La separaclôn de los mâxlmos se llevô a cabo medlante un 
analizador de curvas Dupont, sobre el registre obtenldo a partir de 
la lectura mlcrodensltométrlca de la plaça fotogrâflca de MP. La 
figura 2 llustra el resultado obtenldo con este método de separaclôn 
de las reflexlones que aparecen en la dlrecclôn equatorial.
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Una vez realizada la separaclôn de cada una de Las refle- 
xiones se estudiaron detalladamente la forma y poslclôn &  las mls- 
mas cômo veremos a contlnuaclôn.
2.3.1. Estudlo de la forma de los perflies
Cômo es bien sabido la dlstrlbuclôn de intensichdes corres 
pondlente a un mâxlmo de dlfracclôn tlene un perfll natunl que vie 
ne determinado fundamentalmente por la dlstrlbuclôn de tamanos de 
cristal (factor de forma) y por la naturaleza y magnltud le las dis 
torsiones de red (factor de red), asl cômo por la dlstrlbiclôn es - 
pectral de energla de la radlaclôn incidente (correcciôn )or los 
factores de Lorentz y polarizaclôn). En ausencla de estos factores 
los mâxlmos corresponderlan a plcos muy agudos. El efecto de la câ­
mara de dlfracclôn sobre el mâxlmo puede ser anallzado utllzando 
el teorema de superposIclôn (12). De acuerdo con este teorema el 
perfll experimental del mâxlmo observado 1^(x) es la conv)luclôn 
del perfll sln dlstorslonar l^(x) y la funclôn del perfll Instrumental
Ig(x) = Il (y) I^(x-y) dy |j]
o en forma abrevlada
Ig(x) = Ij(x) * I^(x)
la funclôn (x) exprèsa la suma total de los efectos del aparato 
sobre la funclôn sln dlstorslonar. En nuestro caso consld«rando las 
condlclones de trabajo (ângulos bajos) y dado que las ref exlones 
aparacen dentro de un Intervalo angular estrecho (0.8° y °) se pue 
de aproxlmar Ij(x) al perfll del haz prlmarlo (13).
— 65 —
La resoluciôn de la ecuaclôn supone el conoclmlento
de la exprèslôn analltlca de las funclones 1^ e 1^. Un método apro-
xlmatlvo para determiner la forma anâlltlca de dlchas curvas (14,15)
consiste en evaluar el coclente 5g/66^ donde
. + 0 0
6g = p ]
1
6g es la anchura Integral y ôg^ es la anchura de la curva a mltad 
de altura. En la figura 3 se encuentran representados valores de 
6g/6g^ en funclôn del vector b de la red reclproca, (b=2 sen 6/X) 
para las primeras reflexlones que aparecen separadas en la dlrecclôn 
ecuatorial. El valor promedlo de 6g/6g^= 1.15 para los dlstlntos va 
lores de b, se aproxlma mâs al valor correspondlente a un perfll 
Lorentz cuadrado (-1.21) que al de una gausslana (-1.06). Posterior 
mente se ensayaron los dos tlpos de perflies en el analizador de 
curvas obtenléndose con el perfll de Lorentz cuadrado una aproxlma- 
clôn al ârea del 96% mlentras que con el perfll gausslano la aproxJL 
maclôn era del 94%.
Para el haz prlmarlo se considerÔ tamblén un perfll tlpo 
Lorentz cuadrado.
La separaclôn del doblete K , K no se considéré enai
nuestro caso ya que al trabajar a ângulos bajos su correcciôn es 
despreclable (16).
2.3.2. Determlnaclôn de la poslclôn de las reflexlones
La poslclôn de las reflexlones puede ser deflnlda bien 
por la poslclôn de su centro de gravedad (media de la dlstrlbuclôn)
to
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o por la poslcl6n del mâxlmo (moda de la distribucidn). La dlferen- 
cla entre ambas tnedidas depends fundamentalmente de las condiciones 
de registre empleadas (12). En nuestro caso el parâmetro de asime - 
tria es cero y la diferencia entre ambas medidas es despreciable.
La posicidn en grades (0) viene dada per la expresiôn
8 = —  arc tg —  (%)
2 1
donde r es la poslclôn del mâxime en el registre densltoraétrice (su 
medlda viene afectada per un errer de ±0.5 mm), D el braze de amplia 
ci6n eropleado y £ la distancia de la muestra al film que fué déterrai 
nada mediante el calibrado cen una muestra patrôn de parafina Cse, 
obteniéndose les valores de 100.00±0.05 ram y 500-0+0.3 mm. para les 
cases de distancias 100 y 500 respectivamente.
2.3.3. Medida de la Intensidad difractada
La distribuciôn de intensidad ne puede ser~ registrada pa­
ra ângulo cero y sus proximidades. Ante este hecho se plantean dos 
posibilidades; extrapolar el valor de la intensidad para el pice de 
orden cere e cancelar la contribucidn del mlsmo. En el primer case 
las intensidades de las reflexiones vendrSn dadas en una escala abso 
luta, mientras que el segunde case vendrSn en una escala relativa.
Al trabajar cen intensidades absolutas se ebtiné un perfil de inten­
sidad electrônica real, mientras que si le hacemos cen intensidades 
relativas le que se obtiens es la modulacidn del perfil (17).
La informacidn que interesa en el estudio de raembranas 
tal corne distancia entre bicapas y contribuciôn de lipides y pretei-
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nas al perfil de densidad electrônica, puede obtenerse trabajando 
en una escala relativa. Este hecho unido a la dificultad que plantea 
el trabajar en una escala absolute hizo que nos decidiéramos por tra 
bajar en una escala relativa, referida al pico mâs alto que aparece 
en cada una de las direcciones ecuatorial y meridional.
Como los diagramas de difracciôn presentan arcos, es nece 
sario encontrar la integral de la distribuciôn de intensidad (18).
Esto se realiza mediante medidas densitométricas de los arcos en dis 
tintas direcciones tal c6mo se muestra en la figura 4 para el caso 
de la reflexiôn (001).
2.3.4. Correcciôn por los factores de polarizaciôn y Lorentz
La radiaciôn procédante del generador estâ sin polarizar 
mientras que la radiaciôn difractada esta polarizada dependiendo del 
Sngulo de difracciôn (12). De acuerdo con la teorla clâsica de 
Thompson la energîa total del haz dlfractado es proporcional al fac 
tor 1/2 (1+cos^ 20). La correcciôn por este factor debe hacerse 
siempre que la radiaciÔn incidente sobre la muestra esté sin polar^ 
zar.
La correcciôn de Lorentz es debida a la divergencia del 
haz y a que éste no es estrictamente raonocrdmâtico. El factor de
i
Lorentz para sistemas lamelares fué calculado por Porod en 1951 (19) v 
obteniendo el valor de 1/b* siendo b=2 sen B/X.
1 2 3
4 5
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3.1. Descripcldn del dlagrama de dlfraccldn de MP
El dlagrama de difraccidn de muestras de MP seca, haciendo 
incidir el haz de Rayos-X en direccidn perpendicular al piano de la 
membrana, consiste en una serie de anillos que se extienden desde e£
o 0
paciados de 53.2 A hasta 3.5 A. Los de mayor intensidad se encuen 
tran situados a 30.7 A, 26.6 A y 8.9 A. Las reflexiones medidas, asl
O ^  O
c6mo sus posiciones expresadas en 9 (grades), b(A *) y d(A) se encuen 
tran recogidas en la Tabla I. Se observan también dos halos, uno di- 
fuse que se extiende entre los anillos, centrado a 10 A (Cap.2, Fig.2) 
y otrO en el extreme del dlagrama cuyo mSximo estâ a 4.6 A.
Como veremos a continuaciCn, las reflexiones se pueden in­
dexer hasta 6 A suponiendo una red hexagonal bidimensional en el pla 
no de la membrana. Mâs del 90% de las reflexiones predichas para es­
te tipo de celdilla pueden observarse en el diagrams de MP, no apare 
ciendo ninguna reflexiôn extra.
Debido al hecho de que los diagramas de difracciôn de llpi
dos extraldos de MP (1,2) no presentan ninguna de las reflexiones
discretas que aparecen en el caso de diagramas de MP, éstas se aso -
clan con la distribuciôn espacial de la proteina, BR, en el piano de
la membrana (3).
Al hacer incidir el haz de Rayos-X paralelamente al piano 
de la membrana, sobre muestras parcialmente orientadas de MF, se ob- 
tiene un diagrams de difracciôn que presents algunas novedaôss con 
respecto al obtenido en la direcciôn perpendicular (Fig. 1).
El diagrams consta de dos series de arcos, una situada so­
bre el ecuador y la otra en la direcciôn meridional. Los arcos situa
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TABLA I
Indice 0(°) b X 10^(Â^M d (Â)
100 0-8294+0,0002 18.8+0.2 53.2±0.6
110 1.4398+0.0003 32.6+0.3 30.7*0.3
200 1.6597+0.0002 37.6+0.3 26.6+0.2
210 2.1987+0.0002 49.8+0.3 20.1*0.1
300 2.4895+0.0003 56.4+0.3 17.8+0.1
220 2.8752+0.0003 65.1+0.3 15.37+0.08
310 2.9925*0.0002 67.7+0.3 14.77*0.06
400 3.3225*0.0003 75.2+0.3 13.30*0.06
320 3.6257*0.0003 82.0±0.4 12.19*0.06
410 3.8060*0.0003 86.1+0.4 11.61*0.05
500 4.1521*0.0002 93.9*0.4 10.65*0.04
420 4.3964*0.0003 99,4+0.4 10.06+0.04
510 4.6311*0.0005 104.7+0.5 - 9.55*0.05
430 5.0515*0.0004 114.2+0.5 8.76*0.04
520 5.1874+0.0003 117.3*0.4 8.53*0.03
610 5.4503*0.0004 123,2*0.6 8.12*9.04
700 5.8157+0.0005 131.4*0.7 7.61*0.04
620 5.9979*0.0004 135.6*0.6 7.38*0.03
710 6.2777+0.0005 141.8*0.7 7.05*0.04
540 6.4954+0.0005 146.7*0.7 6.81*0.05
800 6.6564*0.0005 150.4*0.7 6.65*0.05
720 6.8034* 0.0005 157.7+0.7 6.51*0.05
640 7.3140*0.0005 165.1*0.7 6.05*0.05
T A
#
Fig. 1. Fotografîa de la difracciôn de rayos X 
de la membrana Pûrpura con el haz de rayos X 
incidente perpendicularmente al piano de la mem 
brana. Tiempo de exposiciôn: 112 horas. Distan 
cia muestra film: 100 mm.
Direcciôn
Meridional
Direcciôn
Ecuatorial
Fig. 2. Fotografîa de la difracciôn de rayos X 
de la membrana Pûrpura con el haz de rayos X 
incidente paralelamente al piano de la membrana. 
Tiempo de exposiciôn; 45 horas. Distancia de 
muestra film: 100 mm.
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dos en el ecuador presentan el mismo espaciado e idëntica relaclôn 
de intensidad que los anillos de la figura 1. Los anillos son el re- 
sultado de promediar circularmente la intensidad que aparece en el 
ecuador en la figura 2. El hecho de que sean arcos indica una orien- 
taciôn tipo mosaico en los fragmentes de membrana.
Los arcos situados en el meridiano aparacen a espaciados 
49/h, siendo h=l, 2, 4, 7, 10. La intensidad de los très ûltimos es 
mueho menor que la de los dos primeros. Su origen estâ en el empaque 
tamiento lamelar de las membranas en esa direcciôn. Se observa una 
difracciôn difusa entre ellos, que aumenta a medida que nos alejamos 
del centro, indicando un apilamiento imperfecto de las membranas.
A 4.6 y 10.0 A, en la direcciôn ecuatorial, aparecen los 
halos a los que nos hemos referido anteriormente y a 5 A, en la di - 
recciôn meridional, aparece otro halo (Fig. 3) que se extiende por 
los cuadrantes hasta unirse con el ecuatorial de 4.6 A.
En los cuadrantes se observa algo de difracciôn difusa 
formando como estratos pero de intendidad mucho menor que la que apa 
rece en las dos direcciones ya mencionadas.
3.2. Anallsis en la direcciôn ecuatorial
3.2.1. Parâmetros de la Celdilla Unidad 
3.2.1a. Asignaciôn de indices a las reflexiones
Conocidas con exactitud las posiciones de los mSximos de 
difracciôn, se hace uso de un método analîtico para identificar el 
sistema cristalogrSfico y averiguar los indices correspondientes a
nCD
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k
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cada reflexiôn. El ajuste es puramente geométrico pues al no existir 
orden cristalino tridimensional en el apilamiento de membranas no se 
le puede asignar un grupo espacial con total seguridad, sin embargo 
el grupo planar correspondiente a la proyecciôn de la materia difrac 
tante en la direcciôn (001) ha sido determinado.
La elecciôn del sistema hexagonal se basa en el hecho de 
que micrograflas de membrana en estado seco, présenta superficies de 
fractura que forman entre sî ângulos de 60 y 120 grades (4).
En el sistema hexagonal la relaciôn entre sen* 0 (9 ângulo 
de Bragg) y los Indices h, k, £, de cada reflexiôn viene dada por la 
expresiôn:
sen* 0 = A (h* + h k  + k * ) + C £ *  11 1
con A = X*/3 a* y C = X*/4 c*
donde X es la longitud de onda de los Rayos'-X y^ a y c son los parS- 
metros de la celdilla unidad (5).
En el piano de la membrana, direcciôn ecuatorial, como £=0 
tenemos entonces que sen* 0/(h* + h k + k*) = X*/3 a* es constante.
Dado que los valores posibles para h* + h k + k* se en - 
cuentran tabulados (6) buscando la relaciôn constante indicada ante­
riormente para cada llnea del diagrama, se pueden asignar indices a 
cada reflexiôn.
Los espaciados expérimentales ajustan perfectamente una 
celdilla hexagonal (Tabla II) observândose ausencias solamente en el 
caso de las llneas 330, 440 y 600.
TABLA II
*^exp ^cal
53.2 53.6
30.7 30.6
26.6 26.6
20.1 20.1
17.8 17.8
15.4 15.4
14.8 14.8
13.3 13.3
12.2 12.2
11.6 11.6
10.7 10,7
10.1 10,1
9.6 9.6
8.8 8.8
8.5 8.5
8.1 8.1
7.6 7.6
7.4 7.4
7.1 7.1
6.8 6.8
6.7 6.7
6.5 6.5
6.1 6.1
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3.2.1b. Dimenslones de la celdilla unidad
Para una celdilla unidad hexagonal (a=by^c, a=6=90°, y=120°) 
los parâmetros de celdilla pueden calcularse a partir de los valores 
expérimentales de 0, utilizando cualquiera de las reflexiones, me - 
diante la expresiôn;
=[-
X* (h*+ h k + K*)
3 sen 0 J
A a = cotg 0 sen 0 A 0 (X* (h*+ h k + k*)/3)^
En la Tabla III se muestran los valores obtenidos pera a, 
a partir de los valores expérimentales de 0.
Aunque los errores sisteraSticos disminuyen al aumentar 0 
(7), en nuestro caso y debido a que las primeras reflexiones estân 
raejor definidas y son mâs intensas, hemos tornado cômo valor ce a 
el promedio, obteniéndose:
a = 61,45 ± 0.09 A
El valor de c se obtiene a partir del espaciado de jas re - 
flexiones que aparecen en la direcciôn meridional obteniôndose un va 
lor de;
c = 48.9 A ± 0.1
Conocidos a y c el volumen de la celdilla unidad se deduce 
inmediatamente, resultando
V = 159.900 A^
TABLA III
indice a
100 61.50
110 61.36
200 61.47
210 61.39
300 61.48
220 61.48
310 61.48
400 61.44
320 61.36
410 61.45
500 61.47
420 61.45
510 61.38
430 61.49
520 61.48
610 61.46
700 61.49
620 61.43
710 61.49
â = 61.45 ± 0.09
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3.2.1c. Nûraero de molôculas de proteina por celdilla
Si se conoce la densidad de la membrana y el peso molecular 
de la proteina, cômo sucede con la BR, se puede calculer el nûmero 
de moléculas de proteina que hay por celdilla.
La densidad de MP calculada por primera vez por Stoeckenius 
y Kunan en 1968 (8), fué confirmada posteriormente (9) siendo su va­
lor p=1.18 gr/cm*, con lo cual la masa contenida en la celdilla uni­
dad A=p V=188.697 X 10”*‘*grs=113.652 Dalton.
Cômo el 75% de la masa de la membrana corresponde a la masa 
de la proteina (8) tenemos 85.239 Dalton de proteina y 28413 Dalton 
de llpidos por celdilla unidad. El peso molecular de la BR es 26.000 
Dalton (2) con lo que se obtiene que el nûmero de molôculas de pro - 
teina por celdilla unidad es 3.3 - 3.
3.2.Id. Grupo planar
Debido a que los espaciados hasta 6 A se corresponden con 
los de una celdilla unidad hexagonal, el nûmero de posibles empaque- 
tamientos estâ limitado a los existantes en el sistema hexagonal.
Grupos con pianos y centros de simetrîa no son posibles en 
los empaquetamientos de proteinas (10), de los grupos que restan sôlo 
el P3 contiene très moléculas por celdilla unidad, todos los demâs 
tienen 6 ô 12.
Se concluye pués que el empaquetamiento debe ser hexagonal
P3.
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3.2.2. Tamano y Perfecclôn de los Microcristales de Membrana 
Pûrpura
La frecuente pÛrdida de orden de largo alcance en la red 
crisialina cômo consecuencia de irregularidades estructurales y de 
empaquetamiento provoca un estado "pseudocristalino" o "paracristali 
no" que le aieja de la condiciôn de cristal perfecto (11,12)(Cap. 1, 
2).
Abordaremos pués, directamente los resultados obtenidos en 
el caso del empaquetamiento de BR en la MP.
El estudio paracristalino requiere el conocimiento de las 
anchuras intégrales de las reflexiones. Esta medida se hizo a partir 
del registre de densidad Ôptica obtenido empleando un microdensitôine 
tro Joyce-Loebl. Los perfiles fueron resuèltos posteriormente median­
te un curvo-analizador. En la Tabla IV se dan los valores de la inten 
sidad en unidades relativas y de la anchura integral para las distin­
tas reflexiones que aparecen en la direcciôn ecuatorial.
En la direcciôn (ÏOO] el estudio se ha llevado a cabo te -
niendo en cuenta los siete ôrdenes de difracciôn que aparecen en es­
ta direcciôn, siendo la primera vez que se consiguen tantos ôrdenes 
en el caso de un paracristal.
Si asumimos que el factor de forma al cuadrado S y el fac­
tor de red Z presentan un perfil de Lorentz, la anchura integral
63hk£ Gn la direcciôn h k £ se expresa (13)
TABLA IV
indice Icorregiday «B^^pXlOMA'M )
normalizada
100 13.2 1.6±0.2 1.2+0.2
110 100.0 1.7+0.2 1.3+0.2
200 37.9 1.8+0.2 1.4+0.2
210 14.5 1.8+0,2 1.4+0.2
300 1.1 2.1+0.2 1.8+0.2
220 16.1 1.9±0,2 1.5+0.2
310 18.2 2.0±0.2 1.7+0.2
400 12.1 2.1+0.1 1.8+0.1
320 13.7 2.4+0.2 2.1+0.2
410 17.0 2,4+0.2 2.1+0.2
500 12.9 2.4+0.2 2.1+0.2
420 17.9 2.6+0.2 2.2+0.2
510 6.0 3.3±0.3 3.0+0.3
430 25.3 3.7+0.2 3.4+0.2
520 4.5 3.1+0.5 2.8+0.5
610 3.8 4.7 + 0.5 4.5+0.5
700 7.4 3,8+0.3 3.510.3
620 2.8 4.0+0.5 3.7+0.5
710 3.9 4.4±0.5 4.2±o.5
800 2.6 4.1+0.3 3.8+0.3
razôn senal/ruido = 220
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dônde es el tamano de cristal en la direcciôn hk£, *^hk£
es el espaciado interplanar, 9y,k£ factor de paracristalinidad 
y m el orden de la reflexiôn.
La figura 4 ilustra la variaciôn de la anchura integral 6B 
en funciôn del cuadrado del vector b de la red recîproca (b=2 sen 0 
/A).
La representaciôn de SB frente a b (Fig. 5) muestra un au- 
mento cuasi parabôlico lo que sugiere que la contribuciôn de defec- 
tos de primera especie a la anchura observada es despreciable.
A partir de la expresiôn 3 se han calculado los valores 
^hk£ ^  ^ hk£ las direcciones Q.00] , [llO] , |j21(^  y |_31(f) . En la
Tabla V se encuentran representados los valores de g y D en las dis 
tintas direcciones.
TABLA V
pianos o o
reticulares d (A) g (%) D (A)
(100) 53.2+0.6 1.5±0.1 850+100
(110) 30.7+0.3 1.0+0.5 920±140
(210) 20.1+0.1 2.2+0.6 940+250
(310) 14.8+0.1 3.1+0.8 1150+400
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3.2.3. Distribuciôn de BR en MP. Justlflcacî6n de la Intensidad
Difractada en la Direcciôn Ecuatorial
Debido a su complejidad, el estudio de la estructura de 
una proteina suele désarroilarse mediante una serie de aproximacio - 
nés graduates, con las cuales se consigne informaciôn parcial acerca 
del nûmero de cadenas que forman la molécula, distribuciôn espacial 
y distancia promedio entre las mismas, etc. Esta informaciôn résulta 
de gran utilidad cuando se trata de dilucidar posteriormente la es - 
tructura primaria de la proteina.
Hay dos môtodos a travôs de los cuales se pueden deducir 
caracterîsticas estructurales, partiendo de los datos de difracciôn. 
El primero se basa en el ajuste de la intensidad experimental con la 
intensidad calculada a partir de ,un modelo teôrico, en el cual se 
asigna a las partîculas una forma, tamano y ordenamiento dados; si 
el ajuste es adecuado, el modelo utilizado es elegido cômo soluciôn. 
El segundo método requiere el conocimiento de la intensidad difracta 
da por un elemento individual de la muestra, en la misma escala que 
la observada para la agrupaciôn de unidades difractantes.
La distribuciôn de intensidad que aparace en el caso de la 
MP en la direcciôn ecuatorial proviene de la disposiciôn ordenada de 
la proteina BR, en el piano de la membrana, pues si se compara el 
diagrama de MP con el de los Ifpidos extraïdos de esta membrana, se 
observa que en el ûltimo caso no aparacen los mâximos discretos que 
se observan cuando la muestra es MP (1) .
Siguiendo em primer método antes senalado, desarrollaremos 
un modelo en el que a partir de la distribuciôn de la proteina en la
- 89 -
membrana, se calcula la Intensidad en la direcciôn ecuatorial.
Hay pocos precedences de construcciôn de un modelo materné 
tico para estudiar difracciôn de una proteina de membrana, entre 
otras causas debido a que no es frecuente encontrarlas dispuestas 
de una forma ordenada dentro de la membrana. Muy diferente es el ca 
80 de las proteinas fibrosas? la relativa facilidad con la que se 
puede obtener una fibra las ha convertido en intenso objeto de estu 
dio, desarrolléndose ampllamente la teorla de difracciôn para este 
tipo de moléculas en los ûltimos afios (14,21). Los trabajos con po- 
lipéptidos (22,23), queratina (24), mioslna (25) etc. muestran los 
avances conseguidos en là interpretaciôn de los diagramas de este 
tipo de estructuras.
En el présente trabajo hemos ensayado distlntos mode!os 
con diferentes resultados, cômo Se veré a continuaciôn. Algunos de 
los parâmetros de los modelos se obtienen directamente de los dia - 
gramas de difracciôn (dlmensiones de la celdilla, nûmero de molécu- 
las por celdilla, distancia promedio entre a-héllces, posiciôn de 
los mâximos), otros se basan en resultados obtenidos por otros in - 
vestigadores con diferentes técnicas expérimentales (proteina forma 
da por siete a-hélices (26,31) disposiciôn del monômero perpendicu­
larmente al piano de la membrana (26,30).
3.2.3a. Modèles matemâticos
En todos los modèles se hacen très aproximaciones; la prï^ 
mera considéra que un segmente «-hélice en la proteina difracta cô­
mo una varilla (cilindro lleno)(27), la segunda presupone simetria 
cillndrica en estes segmentes (28) y en la tercera se considéra que
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la longitud de onda de los Rayos-X es despreciable trente a la longi 
tud de las cadenas (29).
61.5 Â
Fl«.6
En el modelo mâs sencillo se consideran los trimeros de 
proteina (3 situados en los vértices de una celdilla hexagonal. La 
Fig. 6 muestra una secciôn transversal de este modelo. Suponemos que 
el trîmero tiene densidad uniforme y difracta cômo una varilla de ra 
dio r^, la separaciôn entre trimeros viene dada por el valor obteni­
do experimentalmente para el lado de la celdilla, en este caso 61.5 A.
De acuerdo con la ecuaciôn 1-45 la intensidad viene dada
por:
1(b) = |F|" Gjj(b) =
1 P  d , (2 irr b) -r z 
1(b) = ^  ^r^ ------— 2--- J 0+10 (2tt a b) + 2 j^(2 VStt a b[[ | 4 |
Los câlculos se efectuaron en el intervalo b=0.02 A * has­
ta b=0.15 A~^j el resultado obtenido puede verse representado en la 
Fig. 7. La intensidad calculada se ajustô a la obtenida experimental^ 
mente, de manera que las curvas coincidan en la reflexiôn con b= 
0.032 a"^. Lo s parâmetros con los que se logrô el mejor ajuste son 
r^=29.2 A y a=61.5 A.
loa le a l. 10
varilla  compacta 
varilla  hueca
80
60
40
04.02 .12 .14,08 10.06
u J L
.02 .04 .06 .08 .10 .12 
btA-M
.14
Fig. 7
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Se considers también la aproximaclôn del trlmeifo de prote^ 
na c6mo una varilla hueca, en este caso la densidad electrSnica ven- 
dria dada por:
1 r- i r i r
P =
0 r' > r >
y la amplitud difractada
J, (2 îrr_b) Ji(2 nr'b)
F(b) =  r' — ---------
La intensidad calculada con este modèle muestra una mener 
coincidencia con la que en el case anterior, le que parece in—
dicar que las très molëculas de proteina se agrupan de una maneia 
compacta para formar el trlmero (Fig. 7)
En el tercer modele partîmes de la estructura del mon6mero 
de proteina, formado por siete a^hëlices dispuestas perpendiculirmera 
te al piano de la membrana (30,31). Considerando las «-hélices cSmo 
varillas paralelas de radio r^, la intensidad difractada debida al 
monômero séria:
ICb)„ = iF^r G^_(b) |6 |
con G„ (b)=Z J (2nr ,b) y F_ la amplitud difractada por m a  
Nj m m '  0 mm' c
a-hélice y es la funcién de Bessel de orden cero y r ^ ,  la diitan- 
cia promedio entre «-hélices.
Al agrupar las proteinas en trlmeros, la intensidad v.ene
dada por:
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I(b)^ » n J  |f ^1* - If ^ I M  + |f ^|* G^^(b) |7|
§iendo Ng el nSmero de monSmeros, en nuestro caso tres, y
G„ = Z J (2Trr ,b) con de dlstancia entre monômeros.
"2 p, p' ° PP PP
!FtI' = ^^ c' (b) 1^?!' = F:^ B= (b).
con Bjj = Z J q (2nrp b) donde r^ es la poslciôn de los monômeros; 
la Intensidad difractada es entonces;
K b ) ?  = N, Fj (b) - B^Mb)J + Fj B*^ (b) G^^ (b) |8 |
El paso siguiente es considerar los trlmeros agrupados en 
un empaquetamiento hexagonal, obtenemos asl:
s , -  s ,  -'■c
|9 |
donde es el nûmero de trlmeros por celdilla y B^ =J^ (2 trr^ b) 
correspondiendo a la posiciôn de los trlmeros dentro de la celdi 
lia unidad;
G^ = Z (27Trqq,b) siendo r^^, distancia entre trime-
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Los parâmetros calculados (Fig. 8 ) resultan;
4. 15 A
o
^mm' 9.9 A
0
^PP'
29.0 A
^qq»
= 61.5 A
%
\
\
13 A \
23 A
PP
\
= 17.5 A
La figura 9 muestra la intensidad calculada tente a la esc 
perimental, c6mo en los casos anteriores e seajustaron de
manera que coincidiesen para b=0.032 A.
3.2.3c. Banda difusa centrada en 10 A
Desde los primeros trabajos de Perutz, Crick/ Corey (32- 
36) con polipâptidos y proteinas fibrosas se encontrô çie era carac 
terlstico de los diagramas de estas sustancias, la preencia de una 
banda de difraccidn en la direcciôn ecuatorial, centradealrededor de 
10 Af ademâs de dos picos de difracciôn marcados a 5.15a y 1.5 A 
(Perutz sitûa esta banda en 10.5 para el polipëptido PcLy^-y-benzil- 
L-glutamato, Pauling y Corey en 9.8 para la a-queratinay Crick en 
10.0 para la hemoglobina) . Cômo se vi6 que lo comûn a bdas estas 
substancias era la estructura en a-hélice, se asociô ese halo con 
este tipo de estructura, concretamente con la distanciapromedio en­
tre cadenas a-hëlices.
îtreO
100
50
►05 15
b ( A~h
Fig. 9
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Basândonos en estos datos y debido a que en la fôrmula |9 | 
el primer término tiene en cuenta la contribuciÔn de las a-hëlices 
a la intensidad, y se présenta cômo un término aditivo, hemos sépara 
do el halo difuso en el registre de y ajustado este mediante la
ecuaciôn;
1(b) = |10
= factor de estructura de un segmento a-hélice
(b) tiene en cuenta las siete a-hëlices en la proteina, 
siendo la funciôn interferencia en este caso:
^mm'~ distancia promedio entre a-hëlices = 9.9 A
Cômo puede inferirse a partir de la concordancia entre 
I e I , (Fig. 10), la distribuciôn de la a-hëlice dentro de laGXp CclX
proteina explica la presencia del halo difuso a 10 A.
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3.3. Anâlisis en la direcci6n méridional
En los apilamientos de membranas, la difracciôn de Rayos- 
X es producida a causa de la periodicidad que se origina en la di - 
recciôn de empaquetamiento, siendo la membrana el elemento unidad 
que se repite en esta direcciôn. Con membranas de superficie infini 
ta o dimensiones latérales mucho mayores que su espesor, que no tu- 
biesen ondulaciones, y estubiesen perfectamente ordenadas, estos pa 
quetes podrîan tratarse cômo cristales monodimensionales (37). En 
la prâctica nos encontramos que las superficies de las membranas 
presentan ondulaciones y que la periodicidad fluctua. Como conse 
cuencia encontramos que el nûmero de reflexiones que aparecen en la 
direcciôn meridional en el diagrama es pequeno, entre cuatro y seis, 
observândose tambiên una râpida disminuciôn de la intensidad y un 
ensanchamiento de los perfiles a medida que aumenta el espaciado.
En la Tabla VI estân indicadas las posiciones, anchura in 
tegral e intensidad de las reflexiones registradas con MP orientada
TABLA VI
pianos
reticulares d (A) 66,exp 63corr Irel ^ b'
(001)
(002)
(004)
(007)
(0010)
48.910.1 
24.6+0.1
12.210.1 
6.510.2 
5.210.4
2.0510.05
2.9510.05 
7.2 ±0.7
1 .8+0.1 100.0
2.810.1 11.9
7.1+0.8 0.8
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Las reflexiones 007 y 0010 son muy débiles y aunque pueden posicio - 
narse en registres hechos con mSs de 40 h de exposiciôn las medidas 
de intensidad y anchura integral en estos picos vienen afectadas de 
un error muy grande pues el fondo debido a la radiaciôn no coherente 
aumenta considerablemente con la exposicl6 n en esta direcciôn.
Cômo se ha visto en el Cap; 1 la transformada de Fourier 
inversa del perfil de intensidad, Fig. 11, es la funciôn Q^^p- A par 
tir de las relaciones dadas por Buerguer (38) entre las posiciones y 
amplitudes de los picos de la funciôn y los de la funciôn dens^
dad electrônica se construye una funciôn El cuadrado de convo-
luciôn de es la funciôn cuyos parSmetros se refInan (39)
hasta lograr el ajuste con la funciôn Qgjjp- La funciôn p^^^ que mejor 
ajusta Qgjjp se considéra el perfil de densidad electrônica soluciôn.
3.3.1. Apilamiento imperfecto. Tamano de los paquetes de MP
Trabajos recientes, realizados con différentes membranas 
(40-42), muestran que los apilamientos presentan lonsiderables dis - 
torsiones de red de tipo paracristalino, debido a ondulaciones en 
las superficies de las membranas y a la naturaleza del empaquetamien 
to. El tratamiento considerando distorslones de segunda especie en 
la red parece el mSs adecuado al estudiar estos sistemas.
En el caso de MP esta suposiciôn viene apoyada por el he- 
cho de que la representaciôn 6$ en funciôn de b^, de acuerdo con la 
ecuaciôn 1-|34| es lineal (Fig. 12). A partir de la pendiente y la 
ordenada en el origen calculâmes los parémetros que nos dan idea de 
las imperfecciones del empaquetamiento lamelar.
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La fluctuaciôn paracristalina promedio g asî obtenida fnê 
del (4.5±G.7)%, el tamano de los dominios que difractan coherentemen- 
te D=680±70 A y el nûmero de membranas promedio por paquete es N=D/d 
= 14.
En los câlculos siguientes considerareraos entonces que la 
proyecciôn segûn el eje de empaquetamiento del espesor de las membra 
nas muestra fluctuaciones, caracterizadas por una distribuciôn de 
probabilidad Hj, mientras que la distancia entre membranas adyacen - 
tes muestra una distribuciôn de probabilidad caracterizada por la 
funciôn . Las distribueiones Hj y Hj, ambas de tipo gaussiano no 
estan correlacionadas.
3-3.2. Câlculo de la funciôn Q y del perfil de densidad
electrônica
La funciôn Q experimental se obtiene como la transformada 
de Fourier inversa de la intensidad difractada (Fig. 11) de acuerdo 
con la ecuaciôn
= 2  f (Kb)^) C O S  (2if b X) db |12|exp j Q o
donde I(b)^ représenta la funciôn intensidad cooregida y b es el 
vector en el espacio recîproco.
En los expérimentes a ângulos bajos, usando colimadores 
puntuales, las correcciones que se hacen a la intensidad experimen­
tal difractada por empaquetamientos lamelares son las debidas al 
factor de Lorentz, cuyo valor en este caso es 1/b^ de acuerdo con 
Neff (43) y Azâroff (44) por lo tanto.
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La funciôn Qg^^p asl obtenida que puede verse en la Fig. 
13 es casi periôdica y decrece lentamente al aumentar la distancia
desde el origen, anulândose después de 14 périodes, en buen acuerdo
con el tamano del dominie cristalino obtenido de la prepresentaciôn 
56 frente a b^ incluida en el apartado anterior.
Segûn de viô en el Cap. 1, representando la densidad elec
trônica de una membrana cômo la suma de gaussianas G (A^, x^ ,^ c) de
amplitudes A^ ,^ en las posiciones x^ y de la misma anchura c, la Q 
modelo teniendo en cuenta las distorsiones de la red, viene dada 
por la expresiôn 1-|42|.
En el caso de MP es suficiente usar solamente los cuatro
primeros términos de la ecuaciôn anterior para describir la funciôn
®exp Gl intervalo x=0 hasta x=L=49 A.
La funciôn Q modelo viene dada entonces por la expresiôn
Qmod<^^ = 2NQ^(x )*5(x -0)+N Q „ + (N-1 ) *H,+
Los valores de se tomaron a intervalos de 1 A, sien­
do este el intervalo de câlculo en El mejor conjunto de parâ-
metros obtenidos para la membrana pûrpura se muestra en la Tabla VI 
El nûmero de funciones gaussianas empleadas en la construcciôn del 
modelo fueron cuatro. En las dos primeras columnas de la Tabla VIII 
puede verse el listado de los valores de y calculada con
este conjunto de parSmetros. La contribuciôn de las distorsiones al
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perfil de la funciôn puede separarse reemplazando las funciôn
de distribuciôn Hj y Hg por funciones ô. El perfil de densidad ele 
trônica de la membrana sin distorsionar y su cuadrado de convoluci 
la funciôn Qq (Fig. 14) se obtienen entonces cômo suma de las fune 
nés gaussianas de amplitudes Aj,, posicionadas en y de anchura c 
dados en la Tabla II.
La funciôn p^, densidad electrônica de la celdilla unida 
puede expresarse también cômo una serie de cosenos en el intervalo 
[~L/2, L/2]J, siendo L la periodicidad observada, de acuerdo con la 
ecuaciôn
N
Pg (x) = + % a. COS —  jl5|
k=l k L _L/2 ^ X ^ L/2
El câlculo de p^(x) en esta representaciôn se puede hace 
si se conocen los valores de los coeficientes y sus signos, la lis 
ta de los cuales se adjunta en la Tabla IX para el caso de la solu 
ciôn obtenida anteriormente como suma de gaussianas. La asignaciôn 
de pares a las reflexiones observadas es entonces prâcticamente in 
mediata, siendo la secuencia en este caso (+++-).
TABLA VII 
Ai x^ c^
-0.15 0.00 c=0.0178 f 1=30.94 Ai=3.33
-2.08 6.22 ci=0.045 £2=17.57 A =0.07
+1.06 21.18 C2=100.00 Rq=0.002 A=Ai+A2=3.4
+1,68 32.69 Gq=0.007 g=6.9%
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TABLA IX
Coeflcientes en el desarrollo de (x) en serie de cosenos 
k a,. k a.
0 +0.389 9 +1.145
1 +0.603 10 +1.030
2 +0.173 11 +0.732
3 -0.273 12 -0.381
4 -0.492 13 +0.085
5 -0.362 14 -0.100
6 +0.059 15 -0.179
7 +0.581 16 -0.170
8 +0.990
El principal problema que plantea este método de desconv 
lucidn es el de la unicidad de la soluciôn obtenida. El problema qu 
se plantea en cristalografîa de la elecciôn del conjunto de fases 
apropiado se manifiesta en este caso en la existencia de varios con 
juntos de parâmetros que dan grados semejantes de aproximaciôn. En 
la Tabla X viene dado otro conjunto de parâmetros que siendo total 
mente diferente a los de la anterior soluciôn proporciona una aprox 
maciôn aceptable a la funciôn cômo puede observarse en la Tabl
XI. Las funciones (x) y (x) calculadas en este caso son las que 
se encuentran en la Fig. 15. La secuencia de fases correspondiente 
este caso es (+---).
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TABLA X
Al * 1 ^1
-1.67 0 . 0 0 c=0.0173 £i=36.12 Ai=0.05
1.63 2.89 ci=190.28 2=12.67 6 2= 6 .05
1.18 23.43 02=0.0196 Rg=0.005 A=Ai+Û2=5.1
-1.42 41.12 Gg=0.010 g=10.5%
La elecciôn de la solucidn se hace por tanto no sôlo en 
base a criterios de mejor ajuste, menor sino también teniendo e 
cuenta cual de las soluclones nos proporciona un valor para la flue 
tuaclôn paracristalina g acorde con el obtenido Independlentemente 
partir de la representaciôn 6 B trente a b^.
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4.1. Dlscuslôn de los parâmetros de celdilla calculados
El conjunto de parâmetros de celdilla calculados ne pre -
senta diferencias importantes de los dados por o':ros investigadores 
(1,2,3). El espaciado en el que aparece la primera reflexiôn meri 
dional, correspondiente a la periodicidad de empaquetamiento de las 
membranas, nos da la longitud de la celdilla en esta direcciôn. Es­
te espaciado depende de las condiciones de preparaciôn de la mues - 
tra, fundamentalmente de la cantidad de agua entre membranas. Hen -
o o
derson (2) da espaciados entre 47.8 A y 53.0 A. En nuestro caso el
valor obtenido 48.9 A es el limite inferior de los valores calcula­
dos. Hinchando la MP en atmôsferas con distintos grados de humedad
obtuvimos valores de 52.3 A (25h de hincharaiento en atmôsfera al 44%
o
de humedad relative controlada mediante CO^Hg anhidro;, y 53.5 A 
(25h de hinchamiento en atmôsfera al 100% de humedad relative).
Debido a que el nûmero de reflexiones que aparace en esta 
direcciôn meridional es pequeno, très, intentâmes copseguir una me­
jor orientaciôn de las membranas con objeto de obtener mâs reflexio 
nés y mejorar asl la resoluciôn del perfil de densidad electrônica. 
Aunque se pudieron posicionar otras reflexiones (ver 3.1) las medi­
das de intensidad y anchura integral no fueron posibles debido a su 
débil intensidad. Blaurock que en un trabajo intcial (3) mencionaba 
la existencia de seis reflexiones en esta direcciôn, posteriormente 
comenta la imposibilidad de hacer medidas de intensidad en mâs de 
très de ellas (4).
La banda centrada a (5.010.1) A en esta direcciôn es ca - 
racterîstica de la existencia de a-hÔlices en la proteina de membra 
na. Desde los trabajos de Crick (5), Pauling y Corey (6 ) se inter -
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prêta cômo distancia promedio correspondiente al paso de hélice. En 
la direcciôn ecuatorial sorprende el nûmero de picos observados. En 
la mayorîa de las membranas biolôgicas y membranas modelo estudiada 
hasta el roomento, la disposiciôn topolôgica de las molëculas de lip 
do y proteina es poco conocida debido a la ausencia de difracciôn 
en esta direcciôn, consecuencia de la disposiciôn desordenada de la 
molëculas de proteina en la bicapa lipldica. Comûn a otras membra 
nas sôlo son los halos que aparecen en esta direcciôn a 10.0 A y
o o
4.6 A. El valor de (61.5±0.1) A (dimenslôn de la celdilla en el pla 
no de la membrana) coincide prâcticamente con el obtenido por Blaur 
(61.4+0.3) A. Las posiciones de las reflexiones se ajustan perfecta 
mente con una celdilla hexagonal (a=b=61.5). Hemos registrado cuatr 
nuevas reflexiones de Indices 540, 800, 720 y 640 que aparecen a es 
paciados (6.81+0.05), (6.65+0.05), (6.51+0.05) y (6.05+0.05) dados 
en A,
La estructura hexagonal sucede no sôlo en la superficie 
de la membrana, sino que se mantiene a lo largo de la secciôn trans 
versai de la misma cÔmo lo prueba el hecho de que estos picos apara 
rezcan tanto si el haz de Rayos-X incide perpendicularmente cômo si 
lo hace paralelamente al piano de la membrana, en el primer caso a 
recen anillos a estos espaciados (microcristales dispuestos al azar 
en el segundo se observan arcos (orientaciôn parcial en la direcci 
de empaquetamiento). En ninguno de los numerosos estudios realizado 
con bicapas lipfdicas (8,9), llpidos extraidos de membranas (3,10) 
aparecen reflexiones en esta direcciôn, por lo que parece incuestio 
nable asociar su presencia con la distribuciôn regular de la ûnica 
proteina que existe en la membrana pûrpura, la BR.
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El halo en la dlrecclôn ecuatorlal centrado a 10 A apare 
ce en muchos dlagramas de dlfracciôn de membranas y es caracterîstl 
co de proteinas con segmentes de cadena hélicoïdales del tipo a o 3 . 
Esta banda se asocia a la dlstancia promedlo entre hélices. Membra­
nas cômo la del erltrôclto dônde la mayorla de las proteinas estân 
llgadas superflclalmentè no presentan esta banda de dlfracclôn. Es­
ta contrlbuclôn ecuatorlal parece que ocurre solamente en membranas 
en laS que hay proteinas con segmentes hélicoïdales que atravlesan * 
la membrana.
La otra banda de dlfracclôn que aparece en la dlrecciôn
ecuatorlal esté centrada en 4.6 A. Este espaciado tlplco de las pa-
raflnas liquidas y liquides hldrocarbonados, aparece en todos les 
dlagramas de dlfracclôn de blcapas llpldlcas y membranas. Correspon 
de a là dlstancia promedlo entre cadenas hldrocarbonadas de los li­
pides. La anchura y extenslôn a zonas per encima y debajo de la dl- 
recclôn ecuatorlal Indlca que las cadenas hldrocarbonadas de los 11 
pldos no son totalmente paralelas, y estân bastante desordenadas 
aunque muestran orlentaclôn preferente en ângulo recto al piano de 
la membrana. La Intensldad de esta banda unIda al hecho de que los 
lipides constltuyen sôlo el 25% de la masa de la MP, sugiere que la
mayorla de las moléculas de llpldo deben estar en contacte unas con
otras y agrupadas en zonas dlscretas de la MP.
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4.2. NATÜRALEZA PARACRISTALINA DE LA MEMBRANA PURPURA
4.2.1. Distorslones en el piano de la membrana
El estudio de la paracrlstalinidad de la Membrana Pûrpura 
orlentada nos proporclona Informaciôn referente al tamano de los do 
minios que dlfractan coherenfcemente y se situân en el piano de la 
membrana y al mismo tiempo también nos suministra datos cuantitati- 
vos relaclonados con el tipo y grado de desorden existante en la 
red de proteina que hay en la membrana.
Lo primero que se plantea entonces es èstablecer si el de 
sorden présente en el Interior de la membrana es el resultado de 
distorslones estructurales que mantlenen el orden de largo alcance 
en los mlcrocrlstales (microtenslones o distorslones de primera es- 
pecie) 6 de distorslones en las que no se mantlene el orden de lar­
go alcance (distorslones de segunda especle). Este ûltimo tipo de 
desorden conocldo c6mo paracrlstalinidad, ha sldo dlscutido por 
Hosemann (11) y se ha demostrado que existe no sôlo en pollmeros sin 
téticos (12), ferrltas (13), metales fundldos (14), slno tamblën en 
biopollmeros (15) y membranas blolôglcas (16).
El dlstingulr entre los dos tlpos de distorslones a par - 
tir del ensanchamiento de los perflies que aparecen en los diagra - 
mas de dlfracclôn de Rayos-X requiere al anallzar al menos très 6 r- 
denes en una dlrecciôn dada por los Indices hk£. De acuerdo con 
Hosemann(17) la dlstlnclôn entre distorslones de segunda especle 
(paracrlstaies) puede hacerse medlante la representaciôn fren
te a b y fren te a b^ (ver 1.2.1). SI la representaciôn
frente a b es lineal entonces estamos en el caso de distorslones de
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primera especle, si por el contrario esto no sucede c6mo en el caso 
de Membrana Pürpura (Cap. 3, flg. 4) y ademâs la representaciôn 
3Bhk£ frente a b^ es lineal (ver 1 .2 .1 ) se admlte que la estructura 
es paracrlstallna. Esta llnearldad es clara en el caso de los slete 
ôrdenea que aparecen en la famllla de pianos retlculares (ICO) (Cap. 
3, flg. 4). La aparente desvlaclôn de la reflexlôn 700 de la llnea­
rldad puede expllcarse debldo a la contrlbuclôn de la reflexlôn 530 
que aparece al mlsmo espaciado, ya que h^+hk+k^ tlene el mlsmo va - 
lor eti ambos casos. La representaciôn 68 f rente a b, muestra por 
otra parte (Cap. 3, flg. Ê) un aumento parSbolico, lo que sugiere 
que las contribuelones de defectos de primera especle es desprecia- 
ble.
Para las dlrecclones QllO], [210] y [310] los valores 
obtenldos se ven afectados de mayor error al ser menor el nùmero de 
reflexlones que aparecen en estas dlrecclones (Cap. 3, tabla II).
El conjunto de reflexlones Investlgadas muestra Indiclos de exlsten 
cia de anlsotropla en D (tamano del microcristal) aunque ésta no pa 
rece muy acusada. El menor valor de D se obtlene en la dlrecciôn de 
empaquetamiento mâs denso de la dlstrlbuclôn de proteinas, con una 
fluctuaclôn entre pianos gio o=l.5% que suponemos asoclada a Irregu- 
larldades en el empaquetamiento de la proteina BIi. Este valor es 
del mlsmo orden de magnltud que las fluctuaclones encontradas en po 
llmeros slntôtlcos (18). Los valores g 2 io y gaio son ligeramente 
mayores debldo a que la dlstancia entre los pianos respectives son 
menores que las correspondlentes a los empaquetamlentos en la dlrec 
clôn Qoo] . El valor de gioo puede deduclrse tamblën a partir de 
las medldas Independientes de gzio y gain. Tenlendo en cuenta que 
di 0o/dz10=2.65 y dioo/dsio=3.6 la ecuaciôn que obtenemos vlene
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dada por gioo = gzio 2/2.65 y gioo = gaio 2/3.6 y los valores 
de gioo obtenldos son 1,2% y 1.5% que no dlfiere en demasîa 
del valor dado anterlormente.
Paracrlstalinidad en el caso de la MP Implica un llmitado 
grado de orden restrlngldo a algunas dlstanclas Intermoleculares. El 
desorden de la red aumenta con la dlstancia Intermolecular siendo 
proporclonal a dônde N es el nûmero de vectores Intermolecula­
res dentro del paracrlstal. De aqui que los paracrlstales no pueden 
tener un tamano lllmltado a causa de que al aumentar el nûmero N de 
pianos retlculares la fluctuaclôn aumenta. El tamano de los dominlos 
reflere a la extenslôn de la estructura sobre la cual 
la fluctuaclôn entre pianos alcanza el valor de la separaclôn entre 
pianos.
MatemStlcamente esta relaclôn entre nûmero de pianos N y 
fluctuaclôn g vlene dada por la ley empîrlca de a*:
a* = V n  g 11 1
dônde a* es una constante que varia entre 0,1 y 0.2 para diverses 
materlaies.
En el caso de la MP obtenemos para a* a partir de los va­
lores de N y g en la dlrecciôn Q-OO] el valor 0.06. En la dlrecciôn 
l^io] a*= \/n g/2 se obtlene el valor 0.075 y en la [310] dônde 
a*= vfT g/3 se obtlene 0.09. El valor promedlo a*=0.08-0.1 muestra 
que tamblën es este caso hay un limite en el nûmero de pianos que 
dlfractan coherentemente de acuerdo con esta ley empîrlca.
Tenlendo dlsposlclones intermoleculares roâs desordenadas 
que las que exlsten en el estado crlstallno, las estructuras para -
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eristalinàs son presumiblemente mâs reactivas. Asî pensâmes que estâ 
estructura en la MP estâ relaclonada con la eficacla en el desarro - 
llo de su funclôn de transporte de protones entre ambos lados de la 
membrana.
Las distorslones pueden ser causadas en el caso de la MP 
por la IncorporacI6 n de distorslones conformaclonales en cualquiera 
de las très dlmenslones espaciales de la molécula de proteina y/o a 
travës de un empaquetamiento Irregular de proteinas y lïpidos,
4.2.2. Distorslones de empaquetamiento
Ë1 espaciado en la dlrecciôn meridional en membranas -
o
de MP orlentadas présenta varlaclones que oscllan entre 48 y 53 A. 
henderson (2 ) fuë el primero que descrlblô esta variaclôn y la atrl- 
buye a dlferentes dlstanclas de contacte entre membranas adyacentes 
dentro del empaquetamiento.
La presencla de sôlo très ôrdenes de périodicldad con es­
paciado 49 A/h (con h=l,2,4) y el aumento de su anchura Integral al 
aumentar el orden, sugiere un empaquetamiento Imperfecto de membra - 
nas que puede ser descrlto satlsfactorlamente usando el concepto de 
paracrlstal. Estudios de este tipo se han realizado en otras membra­
nas blolôglcas, taies como la membrana del erltrocito humano (19), 
membrana de la mlelina del nervlo (20-21)y membrana de mitocondria(2 2) 
mostrando la ventaja de este tipo de tratamlento al permitlr separar 
la InformaciÔn concernlente a la celdllla unldad de la referente a 
la red.
En la MP a partir de la representaciôn 6 B-b^ que puede 
observarse (Flg. 12, Cap.3) hemos calculado los valores de N=l4, g=4.5%
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D=680 y a*=0.17. Es de notar que los valores de la fluctuaclôn entre 
membranas g y la longltud de los dominlos que dlfractan coherentemen 
te D, son del mlsmo orden de magnltud que los detectados en otras 
membranas modelo (24,25). El valor N=14 es consistante con el valor 
de la funclôn Q, calculada independlentemente, la cual se Iguala a 
cero después de 14 périodes (Cap. 3, flg. 13) lo que corresponde a em 
paquetamlentos de 14 unldades. La ley empîrlca de a* tamblën se man­
tlene en esta ocasiôn.
Hlnchamos capas de membranas en una atmôsfera al 100% de 
humedad durante 25h resultando entonces que la dlstancia entre mem - 
branas aumenta hasta 53.2 A suglrlendo que ocurre un pequeno efecto 
de hldrataclôn. Paralelamente a este aumento en el espaciado hemos 
observado, en la anchura Integral de esta perlodlcldad, un aumento 
que va desde 1.9x10^^ A~^ a 2.7xl0~® A~^. Este resultado Indica 
que la penetraclôn de pequenas cantldades de agua entre membranas ad 
yacentes es suflciente para provocar una dlsmlnuclôn en la longltud 
de los dominlos que dlfractan. La ley a*=g ya nos anticipa que 
cuanto menor es D, mayores serân las distorslones g a lo largo del 
paquete de membranas. De hecho usando las ecuaclones [l-|34| y 4-|l|I 
se deduce un valor de N=9 y g=6 % para MP hlnchada, evldenclando un 
claro aumento de las fluctuaclones entre membranas.
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4.3. Dlatrlbuctôn de BR en la MP
Los modèles presentados de ordenaclôn de BR en la MP (Cap. 
3.2) dan una interpretaclôn razonable de los espaclados y de la dls­
trlbuclôn de Intensldad que aparece en la dlrecciôn ecuatorlal en el 
dlagtauna de dlfracclôn, Los câlculos reallzados parecen favorecer el 
modelo de empaquetamiento cpmpacto de très proteinas en los vërtlces 
de una red hexagonal (Cap. 3, Flg. 7 ). Esto no es concluyente debl­
do a las distorslones que hemos visto exlsten en el empaquetamiento 
y que pueden modlflcar los resultados. Por otra parte los cSlculos 
reallzados no excluyen totalmente la poslbllldad de exlstencia de un 
hueco o poro ocupado por lîpldos, entre las proteinas que forman el 
trfmero. Las poslclones de los mâxlmos calculadas con uno y otro mo­
delo se mantlenen en los dos casos con pequenas desvlaciones y la re 
laclôn de Intensldades aunque favorece el modelo de empaquetamiento 
compacto, en el caso del mâximo centrado a 0.65 A~* se ajusta mejor 
al conslderar un canal de 5.5 A de radio entre las proteinas en el 
trfmero.
En el tercer modelo que se présenta (Cap. 3.2) se parte de 
la estructura del monômero, raolécula de BR, y de acuerdo con Engelmann 
y Henderson (26,25) se le considéra formado por 7-a-hôllces dlspues- 
tas perpendlcularmente al piano de la membrana, agrpadas en trlmeros 
en los vërtlces de una celdllla hexagonal. En este caso la dlstrlbu­
clôn de intensldad en el dlagrama de dlfracclôn se ajusta bien hasta 
0-15 A  ^ con la excepciôn de la reflexlôn 430 que aparece a 0.11 A * 
cuya fuerte intensldad todavfa no se ha expllcado a que hechos estruc 
turales responde.
La estructura de una a-hÔllce puede representarse en prime
12 4 "
ra aproximaciôn por un cilindro sôlido o varllla (28), esta aproxlma 
ciôn puede parecer algo drSstica sobre todo tenlendo en cuenta que 
en la proteina los segmentos a-héllce no estSn desconectados entre 
si, sino llgados medlante la cadena de polipéptldos que constltuye 
el esqueleto de la proteina y contrlbuye Indudablemente a que la dl- 
ferencla de densldad electrônlca entre los segmentos a-hêllce y el 
medio entre segmentos se reduzca. Demuestra sin embargo su validez 
al conslderar la organlzaclôn de a-hëllces en el monômero y observer 
que la funclôn Intensldad calculada en este caso présenta sôlo un mâ 
xlmo a 10 A, y su perfil ajusta perfectamente el halo experimental 
centrado a este espaciado.
Los calculos reallzados apoyan la Idea de BR formada por 
7-a-héllces que se extlenden perpendlcularmente al piano de la mem - 
brana. Idea todavfa en dlscuslôn (29) pues las proteinas de membrana 
cômo grupo, tienden a tener una estructura mâs Irregular. Serfa de 
esperar, sln embargo, a causa de esta estructura hélicoïdal, la apa- 
rlclôn de estratos en el dlagrama de dlfracclôn. Lo que se observa 
es una fuerte intensldad en la regiôn ecuatorlal y una ausencla de 
intensldad casl total en las reglones superior e inferior de esta 
banda. El desorden exlstente en la dlrecciôn perpendicular al piano 
de la membrana puede ser una expllcaclôn a esta ausencla de Intensl­
dad en los cuadrantes del dlagrama.
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4.4. Perfll de densldad electrônlca de la MP
La apllcaclôn del método Iterative de ajuste de la funclôn 
^exp funclones gausslanas slrve para determlnar caracterîstl-
cas estructurales a resoluclôn baja y media. Los detalles mâs fInos 
que pueden observarse dependen de b^^^ el punto para el cual se anu- 
la la Intensldad dlfractada. La resoluclôn vlene dada por Ax=l/2b^^^ 
y suele estar entre 8 y 25 A segûn el espaciado al que aparezcan las 
dltlmas reflexlones, siendo en el caso de MP de 12 A. No puede espe- 
rarse de este mëtodo que slrva para determlnar poslclones atômlcas, 
tan sdlo detalles taies como espesor de las membranas, estratos de 
proteina o grupos de cabezas polares de la blcapa llpldlca, es declr, 
sôlo se puede resolver el perfll de densldad electrônlca de reglones 
caracterlstlcas de la membrana.
Un efecto destacado del método empleado es la redlstrlbu- 
clôn del contenldo de InformaciÔn del perfll de intensldad durante 
el proceso de la transformaclôn de Fourier. La parte de InformaciÔn 
concernlente a la estructura de la celdllla unldad se-concentra en 
el Intervalo mâs Interno de la funclôn Intervalo en el cual se
refîna el modelo propuesto. Otras ventajas de este ajuste es que el 
Intervalo de muestreo de la funclôn Qgj^p puede reducirse tanto como 
se qulera sln Influenciar negatlvamente el proceso de aproxlmaclôn 
como ocurre en otros casos (30,31) y que las distorslones que ocu - 
rren en el empaquetamiento son tenldas en conslderaclôn y cuantlfi- 
cadas.
El principal problema que se plantea al usar este mâtodo 
es el de la unlcidad de la soluciôn. Slempre que se usa el método 
de la funclôn Q se obtlenen dos soluclones (x) y Pg(-x) debldo a
AU
OL®
tp
•H
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que su cuadrado de convoluciôn es el mlsmo, dando funclones Q idénti 
cas (11). La Flg. 1 muestra (x) y p^(-x) para el caso de MP 
(cap. 3f Flg. 14). Esta Indetermlnaclôn es Inherente al método y fî- 
sicamente corresponde a la translaclôn del orlgen de la celdllla un^ 
dad al espaclo Intermembranas. La elecclôn entre estas dos estructu­
ras (x) y p^(-x) se hace atendlendo a factores relevantes funciona 
lès dando prefèrencla a la estructura positiva. En nuestro caso y de 
bido al método de desconvoluclôn empleado al ajuster la funclôn 
en ei Intervalo o<x<L tenemos el hecho de que hay dos conjuntos de 
parâmetros con los cuales puede aproxlmarse. La elecclén de una solu 
clôn (Cap. 3, Flg. 14) se ha hecho en base no sôlo al mayor grado de 
aproxlmaclôn dado por R^^O.002 slno tamblén debldo a que el valor de 
la fluctuaclôn paracrlstalIna obtenlda con este modelo g=6.9% se acer 
ca considerablemente al Valor obtenldo Independlentemente en la re 
ptresentaclôn 6$ trente a b* que nos da (4. 5±0.7) % siendo en la cota de 
error de 5.2%. Por otro lado este valor de g es del orden del obteni 
do en otras membranas como es el caso de la membr m a  de la mlelina 
(32) pairà la cual el vàlbt g=4%, tamblén en membranas modelo de - 
Cerebtôsldos (24) se ha obtenldo para g el valor 4,2%.
Frente a esto la soluclôn que se présenta en la Flg. 15, Cap. 3, nos 
da un valor de g=10% al mlsmo tiempo que un valor de Pg=0.ü05 mayor 
que el anterior. Mas que una declslôn final de si uno de los perfi - 
les dados en el Cap. 3.3. en la soluclôn corrects al perfll de densl 
dad de la MP, pensâmes que lo que tlenen en comûn ambos perflies si 
debe ser caracterîstico de la membrana. Asl la exlstencia de una es­
tructura de blcapa en la membrana parece fuera de dudas razonables.
En ambos casos se observa un perfll con très picos de signo positive 
y dos de signo negative. La dlstancia entre los plcos mâs externes
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correspondiente a la separaclôn de los grupos de cabezas polares de 
los llpidos en la bicapa es en ambos casos de 42 A. La amplibud del 
pico interior puede varlar entre los considerados en las Figs. 14 y 
15 del Cap. 3 pero de cualquier manera demustra que existe una con- 
trlbuciôn importante en la reglôn central de la membrana y segûn ex 
perimentos de locallzaclôn bioquîmica (33) actualmente se plensa 
que exlsten cantldades de proteina en el Interior de la membrana, 
esto es que la proteina atravlesa la membrana. Tamblén en ambos ca­
sos la anchura del perfll es de 70 A y la funclôn de (x) se anula 
a esta dlstancia lo que indlca que el espesor de la membrana es de 
ese orden. La dlstancia de empaquetamiento 50 A séria explicable en 
tonces de acuerdo con Blaurock (34) debldo a que las proteinas que 
sobresalen de la blcapa llpldlca en membranas veclnas se entrecru - 
zan en el proceso de empaquetamiento dando lugar a esta dlsmlnuclôn 
del espaciado en el dlagrama de dlfracclôn.
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5. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES
Las niolëculas de proteina BR estSn empaguetadas segûn 
una celdllla hexagonal de dlmenslones a = 61.45 y 
c = 48.9 A que contlene très moléculas por celdllla 
unldad.
- Hemos encontrado cuatro nuevas reflexlones en la dlrec 
clén ecuatorlal con espaclados 6.81, 6.65, 6.51 6.05 A; 
los Indices aslgnados a estas reflexlones son 540, 800, 
720 y 640 re spec 11vamen te.
- La membrana Pûrpura se comporta cémo un Paracrlstal.
El parâmetro de fluctuaclôn entre pianos crlstalogrâfl 
COS g en las dlrecclones Q-OOQ y [OOi] es 1.5% y 4.5% 
respectlvamente. En consecuencla el nûmero de pianos N 
que dlfractan coherentemente en estas dlrecclones cris 
talogrSflcas es 16 y 14.
- El hinchamlento de la MP provoca un aumento de la para 
crlstallnldad en la dlrecciôn [oo i]. Los valores encon 
trados son g = 6 % y N = 9.
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Los vertices de la celdllla hexagonal vlenen ocupados 
por très moléculas de proteina. El perfll de Intensl­
dad calculado a partir de este modelo ajusta satlsfac 
torlamente el perfll de Intensldad en la dlrecciôn 
ecuatorlal.
En el anélisls de la poslciôn e Intensldad del halo 
qiie èlpârecè a 10 A lo hemos correlaclonado con la dis 
tancla promedlo entre los slete segmentes de a-héllce 
de la molécula.
El anâllsls de la Intensldad en la dlrecciôn méridio­
nal nos ha permitIdo calculer el perfll de Intensldad 
electrônlca. Las dos soluclones obtenidas nos propor- 
clonan una dlstancia entre grupos de cabezas llpldlcas 
de 42 A y un espesor de membrana de 70 A, La parte In 
terlbr del perfll de densldad Indlca claramente que 
las moléculas de proteina atravlesan el piano de mem­
brana .
